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Resumen 
El conocimiento de los mecanismos implicados en la abscisión del fruto carnoso es 
esencial para desarrollar estrategias de control y mejora de la recolección de la cosecha o la 
pérdida indeseada de frutos. Sin embargo, los avances en los análisis moleculares sobre la 
abscisión de frutos carnosos son limitados. En olivo (Olea europaea L.), la abscisión del fruto es 
un problema agronómico importante aún no caracterizado completamente. El objetivo principal 
de este trabajo fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos que controlan la abscisión 
natural del fruto en olivo. Los objetivos específicos del trabajo fueron: (1) determinar los 
cambios que se produce en la estructura de la pared celular en el proceso de abscisión, para ello 
se analizó principalmente las hemicelulosas, la celulosa, las pectinas, la calosa, las proteínas ricas 
en arabinogalactanos (AGPs) y las extensinas mediante su identificación y distribución a nivel 
subcelular, usando anticuerpos específicos contra epitopos de estos compuestos; y (2) 
profundizar en el control transcripcional de genes regulados durante la abscisión del fruto en 
olivo mediante un análisis transcriptómico comparativo de la zona de abscisión y pericarpo del 
fruto maduro en olivo. Los análisis de inmunolocalización realizados en este trabajo mostraron: 
1) una acumulación de hemicelulosas ricas en xilano paralela a una disminución de xiloglucanos 
y mananos durante la abscisión, 2) un predominio de pectinas de bajo grado de esterificación y 
un descenso tanto de pectinas neutras ricas en galactosa y arabinosa como de pectinas ácidas 
esterificadas durante la abscisión, 3) una reducción de AGPs y EXTs durante la abscisión. Estos 
datos sugieren que las hemicelulosas ricas en xilano y las pectinas de bajo grado de esterificación 
podrían desempeñar funciones relevantes en la ZA durante la separación celular. Por otra parte, 
el análisis transcriptómico nos permitió generar 397457 de secuencias EST (199075 del pericarpo 
y 198382 de la zona de abscisión) y reveló que la zona de abscisión del fruto es enriquecida en 
genes de la ruta de señalización de auxinas, ruta biosintética y catabólica de la lignina, ruta 
biosintética de aminoácidos aromáticos, ruta biosintética de isoprenoides, desfosforilación de 
aminoácidos de proteínas, transporte de aminoácidos y fotosíntesis. Por el contrario, los 
transcritos enriquecidos en el pericarpo del fruto están implicados en el transporte de protones 
acoplado a la síntesis de ATP, la glicolisis y la organización de la pared celular. Además, se 
identificaron más de 150 genes que codificaron a factores de transcripción (37 inducidos en el 
pericarpo y 113 inducidos en la zona de abscisión), ocho de los cuales se confirmaron sus 
patrones de expresión usando qRT-PCR. Estos conocimientos permitirán estudiar el control 
transcripcional para regular las características beneficiosas de la abscisión del fruto en olivo, y 
comprender las señales hormonales y ambientales, la sincronización y la localización tisular de 
este proceso. 
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Abstract 
Knowledge of the mechanisms involved in fleshy-fruit abscission is essential in order to 
develop control strategies for crop development and harvest and to avoid the undesired loss of 
the fruits. However, advances in the molecular analysis of fleshy-fruit abscission are limited. In 
olive (Olea europaea L.), the abscission of the fruit is a major agricultural problem still to be 
completely characterized. The main aim of the present work was to help explain the mechanisms 
that control natural olive-fruit abscission. For this the following steps were taken: (1) to 
determine the changes that occur in the cell-wall structure during abscission. For this, analyses 
were made primarily of hemicelluloses, cellulose, pectins, callose, proteins rich in 
arabinogalactans (AGPs) and extensins by their identification and subcellular distribution, using 
specific antibodies against epitopes of these compounds; and (2) examining in depth the 
transcriptional control of regulated genes during olive-fruit abscission, by a comparative 
transcriptomic analysis of the abscission zone and the pericarp of the ripe olive fruit.  The 
immunolocalization analysis made in this work showed: i) an accumulation of xylan-rich 
hemicelluloses parallel with a reduction in xyloglucans and mannans during abscission; ii) a 
predominance of pectins with a low degree of esterification and a drop in both neutral pectins 
rich in galactose and arabinose as well as in esterified acidic pectins during abscission; iii) a 
reduction in AGPs and EXTs during abscission. These data suggest that hemicelluloses rich in 
xylan and pectins with a low degree of esterification could have important functions in the ZA 
during cell separation. On the other hand, transcriptomic analysis enabled us to generate 
397457 EST sequences (199075 from the pericarp and 198382 from the abscission zone) and 
revealed that the abscission zone of the fruit is enriched in genes of the auxin-signalling pathway, 
biosynthetic and catabolic pathway of lignin, the biosynthetic pathway of aromatic amino acids, 
the biosynthetic route of isoprenoids, dephosphorylation of amino acids of proteins, transport 
of amino acids and photosynthesis. On the contrary, the transcripts enriched in the pericarp of 
the fruit are involved in the transport of protons coupled to ATP synthesis, glycolysis, and the 
organization of the cell wall. In addition, more than 150 genes that codified transcription factors 
(37 induced in the pericarp and 113 induced in the abscission zone) were identified, 8 of which 
had their expression patterns confirmed using qRT-PCR. These findings enabled the study of the 
transcriptional control to regulate the beneficial characteristics of the abscission of the olive 
fruit, and to understand the hormonal and environmental signals as well as the synchronization 
and tissue localization of this process. 
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I. Introducción 
I.1. El olivo 
El olivo (Olea europaea L.) es una planta angiosperma dicotiledónea perteneciente a la 
familia botánica Oleaceae (Basım et al., 2017), división Magnoliofitos, clase Magnoliatas, 
subclase Astéridas. Las plantas de esta familia son en su mayoría árboles y arbustos, en 
ocasiones trepadores. Muchas de las especies pertenecientes a esta familia producen aceites 
esenciales en sus flores o frutos, algunos de estos aceites son ampliamente utilizados por el 
hombre. La familia Oleaceae se compone por 29 géneros, muchos de ellos poseen gran interés 
agronómico, como Fraxinus (fresno), Jasminum (jazmín), Ligustrum (aligustre), Phillyrea 
(agracejo), Syringa (lilo) y sobre todo destaca el género Olea que engloba unas 35 especies 
(Heywood, 1978; Rallo et al., 2005; Barranco et al., 2008). Dentro de estas especies se encuentra 
Olea europaea L., la cual aglutina todos los olivos cultivados por el hombre, además del 
acebuche, conocido también como olivo silvestre. No se ha establecido un criterio único para 
subclasificar los ejemplares dentro de la especie, sin embargo, generalmente los olivos 
cultivados se agrupan en la subespecie sativa y los olivos silvestres en la subespecie sylvestris 
(Rapoport, 2008; Rallo et al., 2005). 
El olivo es un árbol perennifolio famoso por su longevidad; es una planta muy rústica 
capaz de adaptarse a casi todos los tipos de suelos y a climas extremamente áridos. En terrenos 
fértiles y zonas de pluviometría adecuada se consiguen altas producciones, no obstante, aún 
bajo estas condiciones, su potencial para producir frutos sigue siendo bajo (Lavee, 1994; 
Barranco et al., 2008). El desarrollo vegetativo del árbol depende, esencialmente, de la variedad 
cultivada y de las condiciones edafoclimáticas bajo las cuales se desarrolla, pero su altura 
siempre está limitada artificialmente por las técnicas de poda empleadas durante el cultivo, que 
facilitan su utilización agrícola (Rodrigues, 1999; Gómez-Jiménez et al., 2006; Barranco et al., 
2008; Parra-Lobato, 2010). 
El cultivo del olivo se originó al norte del Mar Muerto hacia el cuarto milenio antes de 
Cristo, desde entonces se ha expandido hacia occidente y se ha convertido en la principal fuente 
de aceite de todo el Mediterráneo (Basım et al., 2017). Durante este período de difusión se han 
seleccionado variedades y ha sido fundamental el aprendizaje de la clonación o reproducción 
vegetativa. El cultivo del olivo en España se inició con la llegada de la civilización fenicia, incluso 
existen evidencias de que ya estaba implantado en las colonias griegas de la península. Desde 
su comienzo, el olivar se consolidó como un cultivo permanente en España, expandiéndose 
hasta ocupar todas las áreas en la que es posible su cultivo, a la vez, se produjo una selección de 
las mejores variedades (Rallo et al., 2005; Barranco et al., 2008). 
Introducción 
 
26 
El fruto de Olea europea L. es el único fruto comestible dentro de la familia Oleaceae. El 
fruto estructuralmente se puede separar en las tres partes siguientes: (1) la piel, llamada 
epicarpo (1,0-3,0% del peso drupa), que contiene clorofilas, carotenoides y antocianinas 
responsables del color; (2) la pulpa o carne, llamado mesocarpo (70-80% de la fruta entera), es 
la parte principal del fruto y es el suministro de reserva de todos los componentes; (3) la piedra, 
llamado endocarpo leñoso (18-22% del peso de oliva), que contiene la semilla, compuesto por 
el tegumento, la albúmina y el embrión (Bianchi, 2003; Brescia et al., 2007; Malheiro 2015). 
El olivo tiene una alta variación genética intra-específica con un tamaño de genoma de 
aproximadamente 1.800 Mb (Loureiro et al., 2007; Domínguez-García et al., 2012; Sebastiani y 
Busconi, 2017). Esta característica sirve para analizar procesos biológicos de interés 
biotecnológico, tales como el metabolismo fenólico y lipídico durante el desarrollo del fruto 
(Alagna et al., 2009, Bianco et al., 2013), así como el de los terpenoides y esteroles (Stiti et al., 
2007). Directa o indirectamente, todos estos procesos afectan a la calidad del aceite de oliva, 
así como a su perfil nutricional. Los datos genómicos en olivo están aumentando gracias a los 
avances en el mapa genómico del olivo (De la Rosa et al., 2003, Wu et al., 2004; Sebastiani y 
Busconi, 2017) y se ha secuenciado el ADN de todo el plastoma de “Frantoio”, un cultivar italiano 
(Mariotti et al., 2010). Al mismo tiempo, gran número de ESTs han sido identificadas 
recientemente en olivo, generando 261485 EST (Alagna et al., 2009), 443811 EST (Gil-Amado y 
Gomez-Jimenez et al., 2013; Parra et al., 2013), 291958 EST (Bazakos et al., 2015) y 465000 EST 
(Alagna et al., 2016) usando la técnica de pirosecuenciación 454, además de 1132 EST utilizando 
la hibridación sustractiva de supresión (Galla et al., 2009), así como 2 millones de EST utilizando 
las tecnologías de pirosecuenciación Sanger y 454 (Muñoz-Mérida et al., 2013) , 140357776 EST 
usando Illumina (Iaria, et al., 2016), lo que es importante para extender el catálogo de transcritos 
de olivo con el fin de facilitar el descubrimiento de genes, análisis funcional y mejora molecular. 
En 2015, Carmona et al., 2015 presentaron una base de datos de transcriptomas reproductivos 
de olivo utilizando muestras de polen y pistilo en diferentes etapas de desarrollo. 
Recientemente, se ha publicado la secuenciación del genoma de olivo (Cruz et al., 2016). 
 
I.1.1. Importancia del olivo 
El olivo constituye un elemento fundamental en la historia de las civilizaciones 
mediterráneas. Fue una de las primeras especies arbóreas en ser cultivada, junto con la viña y 
la higuera (Zohary y Spiegel-Roy, 1975). El olivo se distingue de otras especies de frutales por su 
longevidad, pudiéndose encontrar árboles cultivados con 300–400 o más años de edad 
(Guerrero, 1994). Otra característica del olivo es su capacidad de regeneración después de 
producirse un incendio. Además, su desarrollo y fructificación resultan posible en climas áridos 
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y sobre suelos muy pobres. La facilidad de enraizamiento en la mayoría de las variedades, los 
procedimientos de propagación vegetativa utilizados, la longevidad de la planta y la capacidad 
de adaptación de la especie al clima mediterráneo (Basım et al., 2017), parecen ser los factores 
que configuran la estructura varietal actual en los países tradicionalmente olivareros (Rallo et 
al., 2005). 
El aceite de oliva es una parte principal de la dieta mediterránea (Gerasopoulos et al., 
2015) y es un aceite vegetal bien reconocido por sus características sensoriales, propiedades 
nutricionales saludables y beneficios (Malheiro 2015; Merchak et al., 2017). Tales características 
y propiedades están dando lugar a la propagación del cultivo del olivo por todo el mundo con 
un continuo aumento de la producción, alrededor de 77% en las últimas dos décadas (COI, 
2014a; Malheiro, 2015). Tal incremento de la producción se debe a un aumento del consumo 
del 53% en los últimos 20 años; COI, 2014b. 
Los olivos son generalmente nativos de los países del Mediterráneo, pero su crecimiento 
se ha extendido en todo el mundo durante las últimas dos décadas, debido a los beneficios de 
salud atribuidos al consumo de aceite de oliva (Malheiro 2015; Reboredo-Rodríguez et al., 2016; 
Merchak et al., 2017). Las propiedades promotoras de la salud están asociadas con la presencia 
de ácidos grasos monoinsaturados, y compuestos bioactivos funcionales como tocoferoles, 
carotenoides, fosfolípidos y compuestos fenólicos (Benavente-García et al., 2000; Ghanbari et 
al, 2012; Malheiro 2015; Durme y Vandamme, 2016). 
El 95% del cultivo mundial del olivo se concentra en el área mediterránea (Martorana et 
al., 2015). El Consejo Oleícola Internacional (COI) estima una producción de aceite de oliva total 
mundial de 3,25 millones de toneladas para la campaña 2013/2014, y cerca de 1.781.000 
toneladas de esta producción se obtiene en España (COI, 2015a). El fruto del olivo, la aceituna, 
se ha utilizado tradicionalmente para la producción de aceite, especialmente en los países 
mediterráneos: España, Portugal, Italia, Grecia, Turquía, Túnez y Marruecos (Rodrigues et al., 
2015; Basım et al., 2017), hasta el punto que estos siete países representan el 90% de la 
producción mundial (Fuente: Secretariado de la UNCTAD según los datos de FAO). Sólo 3 países, 
España, Italia y Grecia, juntos representan alrededor del 75% del aceite de oliva que se vende 
en todo el mundo y, junto con Túnez y Turquía constituyen los 5 mayores productores de aceite 
de oliva en el mundo (Rugini et al., 2011). También destaca su amplio consumo como aceitunas 
de mesa, es una antigua tradición en los países de la cuenca mediterránea, que más tarde se 
extendió a otras áreas en todo el mundo (López-López et al., 2015). Las aceitunas de mesa son 
el producto alimenticio agro-fermentado más popular en todo el mundo (Malheiro et al., 2012; 
Malheiro 2015). Desde 1990 la producción de aceitunas de mesa en todo el mundo aumentó 
casi 270%, el COI estima la producción de aceituna de mesa total mundial de 2,66 millones de 
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toneladas para la campaña 2013/2014, y cerca de 491.000 toneladas de esta producción se 
obtiene en España (COI, 2015b; Malheiro 2015). Se estima que la producción de aceite de oliva 
representará 2,99 millones de toneladas para la campaña de 2015/2016 (COI, 2015a) y de 2,742 
millones de toneladas de aceitunas de mesa para la campaña 2015/2016 (COI, 2015b). La 
extracción de aceite de oliva y aceitunas de mesa representan una actividad económica y social 
de gran relevancia en los países mediterráneos (Rodríguez et al., 2008; Basım et al., 2017), lo 
que genera alrededor del 98% de la producción mundial (Vergara-Barberán et al., 2014). En 
realidad, el sector de la aceituna de la Unión Europea cuenta con alrededor de 2,5 millones de 
productores, que representan aproximadamente un tercio de todos los agricultores de la UE 
(Niaounakis y Halvadakis, 2006; Malheiro 2015). 
Actualmente, la distribución geográfica de las variedades cultivadas define el clima 
mediterráneo, donde el olivo juega un papel socio-económico importante en todos los países 
del área mediterránea (Rugini et al., 2011; Basım et al., 2017). Los datos más recientes indican 
que la superficie mundial dedicada al cultivo del olivo es de 9,6 millones de ha (FAO, Dirección 
de Estadística, 2014). 
En España se dedican 2,5 millones de ha al cultivo del olivo (Anuario 2013, Ministerio de 
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino); lo que supone el 39% de la producción mundial de 
aceite de oliva y el 30% de la producción mundial de aceituna de mesa, siendo el primer país 
productor del mundo de aceite de oliva y aceituna de mesa. La superficie del olivar de aceituna 
de almazara representa el 93% de la superficie total del olivar en España, de la que el 84% es de 
secano (Gómez-Jiménez et al., 2012). De igual manera, la mayoría de la producción total de 
aceituna se destina a la elaboración de aceite, un 91% de la producción total (Gómez-Jiménez et 
al., 2012). 
En Extremadura, la superficie real estimada es de ≈ 265.000 ha (32% en Cáceres y 68% 
en Badajoz), que supone casi el 11% de la superficie nacional de olivar, siendo la tercera 
Comunidad Autónoma en orden a su superficie de olivar y superada sólo por Andalucía y Castilla 
la Mancha (Fuente: Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, 2013). La densidad 
media de las plantaciones extremeñas en producción, según se deriva de las declaraciones de 
olivar, es de 107,4 olivos/ha. La gran superficie ocupada por el olivar, un cultivo que 
tradicionalmente ha recibido escasos tratamientos fitosanitarios y fertilizantes, es suficiente 
para comprender el valor ecológico del cultivo. Es especialmente importante su presencia en 
terrenos con pendiente, y otros de escasa calidad cuyo aprovechamiento sería difícil si no fuera 
por medio de los olivos ya implantados en él (Parra-Lobato, 2010). 
A nivel mundial, se han encontrado más de 1.275 variedades de olivo cultivadas; la 
mayoría de las cuales se han identificado en países europeos meridionales, incluyendo 538 en 
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Italia, 88 en Francia, 52 en Grecia y 30 en Portugal (Gómez-Jiménez et al., 2006; Sarri et al., 2006; 
Ipec et al., 2009). En España el material vegetal del olivo cultivado está constituido por un gran 
número de variedades, se han encontrado hasta 272 (Rallo et al., 2005; Barranco et al., 2008). 
 
I.2. Maduración del fruto 
La maduración del fruto es un proceso altamente coordinado y que se encuentra 
programado genétivamente. Se trata de un proceso irreversible que engloba una compleja serie 
de cambios fisiológicos y bioquímicos (Perotti et al., 2014). Los cambios metabólicos varian de 
unas especies a otras, generalmete incluyen: biosíntesis de pigmentos, conversión de almidón a 
azúcar, disminución del contenido en ácidos orgánicos, acumulación de compuestos 
responsables del sabor y compuestos aromáticos volátiles. Estos procesos se encargan de hacer 
el fruto más atractivo, sabroso y nutritivo (Rocco et al., 2006; Chen et al., 2016). Los frutos 
pueden ser agrupados en “climatéricos” y “no climatéricos” en base a la presencia o ausencia, 
respectivamente, de producción autocatalítica de etileno durante la maduración (Kim et al., 
2016). En los frutos climatéricos el etileno es el regulador clave del proceso, otras hormonas, 
como ABA y auxina, juegan un importante papel modulando la señal (El-Sharkawy et al., 2016). 
Con la progresión de la maduración, los carbohidratos complejos se convierten en azúcares 
simples, se produce la disminución de la acidez, se acumulan los compuestos reponsables del 
aroma, el color cambia, y la dinámica de la pared celular lidera el cambio necesario para que se 
produza la dehiscencia o el ablandamiento del fruto (Klee y Giovannoni, 2011). Durante este 
proceso se producen cambios en la composición y estructura de la pared celular primaria, 
desencadenado la perdida de firmeza del fruto y el ablandamiento (Li et al., 2016b; Xi et al., 
2016). Durante la maduración la textura del fruto y la firmeza juega un importante papel en las 
características organolépticas. El mayor cambio durante la maduración de Trewia nudiflora 
(Ghai et al., 2016) y mango (Ho et al., 2016) es la pérdida de firmeza. 
La maduración del fruto, la abscisión y senescencia son eventos fisiológicos clave que se 
producen durante el crecimiento y desarrollo de las plantas superiores (Rocco et al., 2006; Chen 
et al., 2016; Li et al., 2016a) Estos tienen implicaciones comerciales, tanto para la planta como 
para la cosecha. En la investigación agrícola, la manipulación de los genes que rigen estos 
fenómenos es clave para el desarrollo de variedades que puedan producir frutos de vida más 
prolongada, así como cultivos que toleren un mayor estrés ambiental. Teniendo en cuenta que 
varios genes están involucrados en estos procesos, la manipulación de rasgos complejos, como 
la maduración, abscisión y senescencia no es factible mediante el uso de genes individuales y 
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por lo tanto los esfuerzos se están centrando en los factores de transcripción específicos que 
controlan rutas enteras (Nath et al., 2007).  
Durante la maduración, se produce una disminución de los polisacáridos de pared y 
aumenta el contenido en ácido galacturónico (Ghai et al., 2016). Algunas glicosidasas 
relacionadas con la degradación de los polisacáridos de pared, están implicados en el proceso 
de ablandamiento del fruto, cómo las β-galactosidasa (β-Gal) y α-galactosidasa (α-Gal). La β-Gal 
afecta al ablandamiento del fruto modificando las paredes celulares para expandirlas y 
ablandarlas (Ranwala et al., 1992; Ross et al., 1993; Kitagawa et al., 1995; Chen et al, 2000; 
Imsabai et al., 2002; Li et al., 2016b). La α-Gal es abundante en muchos frutos durante las 
primeras fases del ablandamiento, participando en la degradación de la galactosa celular, 
cambiando la interacción entre la pectina y otros polímeros, iniciando una disminución de la 
integridad y degradación de la pared celular, liberando galactosa (Phetsirikoon et al., 2016). La 
α-Gal puede desempeñar un papel clave en las primaeras fases de ablandamiento y también 
puede iniciar otras repuestas, incluyendo la producción de etileno y la repuesta a estrés (Li et 
al., 2016b). 
Las enzimas de modificación de la pared son activadas durante la maduración, bajo 
determinadas condiciones (por ejemplo, calor, cambio en el pH en el apoplasto), y son 
responsables de la modificación y degradación de polisacaridos de pared durante el desarrollo 
(Grignon y Sentenac, 1991; Brummell, 2006; Hocking et al., 2016). Los cambios químicos que 
ocurren en las células del fruto incluyen: modificaciones de las cadenas laterales de pectinas, 
despolimerización de pectinas, degradación de xiloglucano y la actividad de proteínas no 
catalíticas como las expansinas y AGPs. Junto con otros procesos relacionados con la maduración 
(como la acumulación de solutos) producen cambios físicos y de textura en el fruto, los cambios 
físicos en las paredes están asociados con modificaciones en la solubilidad de las pectinas 
(Hocking et al., 2016). El ablandamiento normalmente se atribuye a cambios de composición en 
la pared, particularmente al impacto de la esterificación de pectinas y formación de uniones a 
iones de calcio, y cambios en las propiedades físicas de la pared celular, incluyendo resistencia 
y elasticidad, el ablandamiento de la pared y la inflamación (Hocking et al., 2016).  
Durante la maduración de frutos con hueso, como albaricoque y melocotón, se produce 
un rápido incremento del contenido de azúcares, y la glucosa deja de ser el azúcar mayoritario, 
siendo la sacarosa el azúcar principal en el fruto maduro (Xi et al., 2016). El contenido en ácidos 
orgánicos también experimenta un acelerado aumento, aunque rápidamente disminuyen. 
Durante este proceso los ácidos mayoritarios son citrato, malato y quinato (Xi et al., 2016). La 
acidez titulable disminuye durante la maduración (Xi et al., 2016). 
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En el tomate, especie modelo de fruto carnoso, la maduración se caracteriza por una 
pérdida de clorofilas, ablandamiento de la pared celular, acumulación de azúcares, y 
alteraciones drásticas en el perfil de compuestos volátiles y pigmentos. La degradación de 
clorofila está acompañada por la conversión de cloroplastos en cromoplastos que 
progresivamente acumulan altos niveles de β-caroteno y licopeno (Consortium, 2012; Fantini et 
al., 2013; Seymour et al., 2013; Llorente et al., 2016). Estos pigmentos carotenoides son 
responsables del color cararacterístico de los tomates maduros. Muchos otros frutos 
(incluyendo platano, naranja, o pimiento) también pierden clorofilas y acumulan carotenoides 
durante la maduración, resultando en un cambio de pigmentación característico (Klee y 
Giovannoni, 2011; Llorente et al., 2016). El contenido de flavonoides, ácido abscórbico y la 
acidez varolable disminuyen durante la maduración del fruto, en especies como la calabaza 
(Badejo et al., 2016) o el árbol de fresa chino (Chen et al., 2016). Por el contrario, el pH (Chen et 
al., 2016) y el contenido en licopeno y β-caroteno aumenta significativamente durante la 
maduración (Badejo et al., 2016). La capacidad antioxidante está correlacionada positivamente 
con el contenido en licopeno en el modelo tomate, el cual aumenta su síntesis durante la 
maduración (Martínez-Valverde et al., 2002; Badejo et al., 2016). La maduración del fruto está 
acompañada de la disminución de algunas peroxirredoxinas y proteínas de choque térmico y de 
todas las enzimas antioxidantes, a excepción de la catalasa (Badejo et al., 2016). Por el contrario, 
las proteinas involucradas en la síntesis de antocianinas aumentan su expresión durante este 
proceso (Chen et al., 2016). 
 
I.2.1. Control hormonal 
Las auxinas aceleran el inicio de la producción de etileno relacionada con la maduración 
de frutos con hueso, como ciruela y melocotón, actuando mediente la activación de la expresión 
de los componetes de respuesta y sintesis de etileno (El-Sharkawy et al., 2008, 2009, 2015; 
Tatsuki et al., 2013; Li et al., 2016a; El-Sharkawy et al., 2016). La acumulación de muchos factores 
de respuesta a auxina (FRA) y auxina/ácido indol-3-acético (Aux/IAA) en futos carnosos, como el 
tomate, está controlada mediante etileno y auxinas (Audran-Delalande et al., 2012; Kumar et 
al., 2011; Zouine et al., 2014; Li et al., 2016a; Tranbarger et al.; 2017). De manera similar, la 
expresión del factor de respuesta a etileno (FRE) puede ser regulada por auxinas (Pirrello et al., 
2012; Li et al., 2016a). La comunicación cruzada entre auxina y etileno ocurre a través de genes 
que contienen tanto motivos de respuesta a auxinas como a etileno en su promotor o responden 
a ambas fitohormonas (Muday et al, 2012). Muchos promotores de FRA y FRE contienen varios 
motivos que permitien a los factores de transcripción modular la expresión de cada uno (Zouine 
et al., 2014; Mantiri et al., 2008; Li et al., 2016a). El ABA participa en el catabolismo de la pared 
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celular para promover el ablandamiento en mango (Zaharah et al., 2013; Lohani et al., 2004; Sun 
et al., 2012; Mou et al., 2016). 
En papaya, el factor de transcripción NAC es un regulador positivo de los genes de 
síntesis de carotenoides que aumentan durante la maduración (Fu et al., 2016). Otros factores 
de transcripción como RIN y FUL/TDR4 en la familia MADS-box son reguladores de la maduración 
que regulan la biosíntesis de carotenoides, uniéndose directamente a los promotores PSY1 y 
PDS1 para inducir su expresión. Un total de 37 factores de transcripción como MADS, CCT, MYB, 
bHLH, SBP-box y AUX/IAA, se correlacionan con el metabolismo de carotenoides durante la 
maduración de tomate (Ye et al., 2015). En particular, la represión de SlERF6 o SlAP2a mediada 
por ARNi, dos reguladaores negativos de la maduración del tomate, provocan un aumento en 
los niveles de etileno y carotenoides durante la maduración del fruto, indicando su papel como 
regulador negativo de la biosíntesis de carotenoides (Chung, et al., 2010; Karlova et al., 2011; 
Lee et al.,2012; Fu et al., 2016). El análisis de expresión de los genes CpPDS2/4 y CpNAC1 muestra 
que son inducidos en la maduración (Fu et al., 2016). La expersión de los genes de etileno 
LeACS2, LeACS4 y LeACO1 aumenta significativamente durante la maduración del fruto, 
indicando que estos genes son los reguladores principalesde del proceso (Hoogstrate et al., 
2014; Lincoln et al., 1993; Kim et al., 2016; Li et al., 2016b). Además, el factor de transcripción 
MADS box TAGL1 juega un importante papel en la expansión del fruto y la maduración. RIN tiene 
su acción en la cascada de señalización más arriba del etileno y determina la competencia del 
fruto para madurar (Kim et al., 2016; Li et al., 2016b). También juega un papel específico en la 
degradación de la pared y la biosíntesis de etileno (Li et al., 2016b). FaNIP1;1 juega un 
importante papel aumentando la permeabilidad de la membrana plasmática, lo que permite 
acumular agua en el receptáculo del fruto de fresa en todo el proceso de maduración (Molina-
Hidalgo et al., 2015). 
Las marcas epigenéticas del ADN de tomate pueden afectar a la maduración (Manning 
et al., 2006). En manzana y pera, los cambios del color de piel están asociados a la 
hipermetilación del promotor del gen MYB10, resultanfo en la expresión del gen y la ausencia 
de acumulación de antocianinas (Telias et al., 2011; Wang et al., 2013; El-Sharkawy et al., 2015; 
Gallusci et al., 2016). De no mantenerse la metilación en el genoma de las células del pericarpo 
del fruto, esté irá siendo desmetilado progresivamete, resultando en la inducción prematura del 
proceso de abscisión. El mantenimiento de la metilación del ADN en frutos inmaduros es 
necesario para bloquear el inicio de la maduración antes de la maduración de la semilla (Gallusci 
et al., 2016). Las regiones diferencialmete metiladas son típicamente adyacentes a sitios de 
unión a RIN (Zhong et al., 2013), un factor de transcripción MADS-box que actua como un 
regulador maestro de la maduración del fruto del tomate (Vrebalov et al., 2002). La 
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desmetilación no es un proceso aleatorio, sino que ocurre en dianas específicas del ADN y está 
intimamente ligada al proceso de maduración del fruto (Gallusci et al., 2016). Durante la 
maduración normal, el nivel de metilación en el núcleo disminuye, y se activan los factores de 
transcripción (RIN, CNR, TAGL1). Los genes involucrados en la respuesta a etileno y auxina se 
expresan diferenciamente para modular el proceso de maduración (Li et al., 2016a). Los factores 
de transcripción GRAS muestran cambios en su expresión durante la maduración del fruto en 
vid y tomate (Fortes et al., 2011; Fujisawa et al., 2012; Agudelo-Romero et al., 2013; Grimplet 
et., 2016). 
 
I.2.2. Maduración del fruto en olivo 
El fruto del olivo es una drupa de endocarpo lignificado, que contiene la semilla, 
mesocarpo carnoso que acumula el aceite y epicarpo delgado. Después de la fructificación, los 
frutos crecen rápidamente durante 30-40 días, principalmente debido a la división celular, 
después el crecimiento se ralentiza considerablemente endocarpo (Figura 1) (Conde et al., 
2008). Durante este período, las semillas y el endocarpo alcanzan su tamaño final y se lignifica 
el endocarpo (Figura 1). 
 
Figura 1. Crecimiento del fruto de olivo y sus etapas de desarrollo. Etapa I, fecundación del fruto; Etapa 
II, desarrollo de la semilla; Etapa III, endurecimiento de la semilla; Etapa IV, desarrollo del mesocarpo; 
Etapa V, maduración (adaptado de Lavee, 1996). 
 
Posteriormente, el fruto tiene un segundo período de crecimiento intenso, debido 
principalmente a la expansión celular endocarpo (Figura 1) (Conde et al., 2008; Gucci et al. 2009; 
Hammami et al., 2013). Durante esta fase, se produce la maduración, el comienzo de este 
proceso se caracteriza por la disminución del contenido de clorofilas y carotenoides y de la 
actividad fotosintética (Salvador et al., 2001; Alagna et al., 2009). En general, durante la 
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maduración del fruto, las clorofilas, que están presentes en el fruto inmaduro, se descomponen 
después de la transformación de los cloroplastos en cromoplastos (Kozukue y Friedman, 2003). 
Al mismo tiempo que se oscurece el fruto, el contenido de aceite aumenta de forma regular 
desde el envero hasta la madurez completa endocarpo (Figura 1) (Conde et al., 2008). Al final 
del proceso de maduración, el color violeta o morado del fruto es debido a la formación de 
antocianinas (Roca y Minguez-Mosquera, 2001; Galla et al., 2009). Durante la maduración, se 
producen diferentes procesos: acumulación de antocianinas en primer lugar en el epicarpo y 
luego en el mesocarpo, de ablandamiento de la pulpa (mesocarpo), la acumulación de aceite en 
la pulpa y la reducción de la fuerza de retención del fruto (Portarena et al., 2015). 
El contenido de humedad del fruto disminuye durante la maduración (Nergiz y Engez, 
2000; Moustakime et al., 2016). La cantidad de aceite se incrementa, mientras que disminuye el 
contenido de azúcares reductores (Brescia et al., 2007; Moustakime et al., 2016). La relación 
entre la acumulación de aceite y azúcar puede explicarse considerando que los azúcares son 
precursores de la biosíntesis de ácidos grasos en el fruto del olivo (Wodner et al., 1988). Con la 
maduración, la fracción de aceite se enriquece sensiblemente en ácidos grasos de cadena más 
larga (Brescia et al., 2007; Bianco et al., 2013). 
Durante la maduración se producen varios procesos metabólicos, que influyen en el 
perfil y cantidades de compuestos bioactivos del fruto, incluyendo fenoles, tocoferoles, 
clorofilas y carotenoides, así como ácidos grasos y esteroles (Matos et al., 2007; Alagna et al., 
2009; Bianco et al., 2013). Los compuestos fenólicos alcanzan su contenido máximo en los frutos 
durante la etapa verde, disminuyendo drásticamente a partir de entonces durante la etapa de 
negro (Rotondi et al., 2004). A medida que la maduración progresa se produce un incremento 
en el contenido total de polifenoles del fruto hasta que alcanzan la maduración completa, 
seguido de un declive (Alagna et al., 2009; Fuentes et al., 2013; Moustakime et al., 2016). Los 
niveles de fenoles simples aumentan a medida que progresa la maduración, probablemente 
debido a la actividad de enzimas hidrolíticas en los fenoles complejos (Caponio et al., 2001; 
Alagna et al., 2009; Sousa et al.; 2014). En el fruto del olivo, el principal compuesto fenólico es 
la oleuropeína, un éster heterosidico de ácido elenólico y 3,4-dihidroxifeniletanol (Panizzi et al., 
1960; Amiot et al., 1989). Este compuesto es muy abundante en los frutos jóvenes pero sus 
niveles disminuyen rápidamente durante la maduración (Amiot et al., 1986); esta disminución 
se acompaña de un aumento de otros compuestos fenólicos, tales como ciertos flavonoides 
(Vásquez et al., 1974; Solinas et al., 1975) y verbascósido, un éster heterosidico de ácido cafeico 
y de 3,4-dihidroxifeniletanol identificado previamente en aceite de oliva. Las concentraciones 
de flavona, luteolina y apigenina aumentan durante el proceso de maduración. Existen estudios 
sobre el contenido fenólico de frutos que reportaron un aumento en las concentraciones de 
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flavonoides con el progreso de maduración (Artajo et al., 2006; Jiménez et al., 2013). La 
concentración del hidroxitirosol aumenta a medida que el fruto madura, como resultado de la 
degradación de la oleuropeína durante la maduración del fruto, debido a la mayor actividad de 
algunas enzimas hidrolíticas durante la maduración, el hidroxitirosol es el principal fenol en fruto 
maduro (Amiot et al., 1989; Esti et al., 1998; Dağdelen et al., 2013). 
La disminución de la capacidad reductora sigue una tendencia similar a los compuestos 
fenólicos totales. Las aceitunas verdes poseen un mayor potencial antioxidante que las 
aceitunas negras, siendo el proceso de maduración de un interviniente clave en las propiedades 
bioactivas de la aceituna, en particular en cuanto a su potencial reductor. Además, coincide con 
la formación de los ésteres demetiloleuropeina y oleoside-11-metil debido a la actividad 
esterasa (Amiot et al., 1989). La actividad esterasa aumenta considerablemente durante la 
primera fase de maduración y alcanza un máximo durante el final de la maduración (Amiot et 
al., 1989). El Glucósido de ácido elenólico y la demetiloleuropeína aparecen al comienzo de la 
maduración del fruto acompañando a la disminución de los niveles de oleuropeína (Amiot et al., 
1989). Luego se acumulan y alcanzan su máximo durante el final de la maduración y sus niveles 
superan los de la oleuropeína residual (Amiot et al., 1989). Amiot et al. (1989) presentaron la 
posibilidad de que estos dos últimos compuestos se formaran a partir de oleuropeína por la 
acción de esterasas. Amiot et al. (1989) comprobaron que, de acuerdo con esta propuesta, la 
actividad esterasa aumenta considerablemente durante la primera fase de maduración y alcanza 
un máximo durante los últimos estadios de maduración (Amiot et al., 1989). 
Durante la maduración el contenido en protopectinas puede decrecer hasta el 75%, el 
contenido en pectinas también decrece muy significativamente (Moustakime et al., 2016). La 
actividad poligalacturonasa y pectinesterasa aunmentan durante la maduración, al principio 
lentamete y después de forma acelerada (Moustakime et al., 2016). Tambien se produce un 
incremento en la actividad feofórbido a oxigenasa y catabolito CHL rojo reductasa (Vergara-
Domínguez et al., 2016). 
Durante la maduración se producen modificaciones en el perfil de ácidos grasos del fruto 
(Beltrán et al., 2004; Hernández et al., 2009; Lazzez et al., 2011). A medida que progresa la 
maduración, existe un claro aumento de los ácidos grasos monoinsaturados totales y una 
disminución de poliinsaturados totales (Gómez-Rico et al., 2007; Fuentes et al., 2013). Durante 
el proceso, no sólo las proporciones de los ácidos grasos pueden evolucionar, sino también sus 
proporciones relativas en las diferentes especies de diacilgliceroles y triacilgliceroles (Vichi et al., 
2012). Existe un aumento en los valores de acidez libre a medida que el estado de madurez del 
fruto avanza (Fuentes et al., 2013). Análisis en aceites monovarietales encontraron que los 
aceites obtenidos a partir de frutos en etapas más avanzadas de maduración mostraban una 
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ligera reducción en el contenido de ácidos grasos conjugados (Salvador et al., 2001; Matos et al., 
2007). Durante la maduración del fruto se produce una activación progresiva de la actividad 
lipolítica que la hace más sensibles a las infecciones patógenas y daños mecánicos (Gutiérrez et 
al., 1999; Salvador et al., 2001). Se ha detectado que se produce una disminución del ácido 
palmítico, mientras que, los niveles de ácido linoleico aumentan a medida que el fruto madura 
(Beltrán et al, 2004; Lazzez et al, 2011). Galla et al. (2009) detectaron que durante la maduración 
del fruto se produce un aumento de la trancripción de genes de proteínas relacionadas con la 
biosíntesis de ácidos grasos, este incremeto fue corroborado por Bianco et al. (2013), 
detectando además aumento de la trancripción de genes de proteínas involucradas en la síntesis 
de compuestos relacionados con el aroma. 
Los fitosteroles o esteroles vegetales son componentes naturales de plantas con 
estructura química y función biológica similares a las del colesterol de mamíferos (Piironen et 
al., 2000; Fernández-Cuesta et al., 2013; Bouali et al., 2014). La concentración de esteroles 
aumenta en los primeros estadios de la maduración, y disminuye en las últimas etapas (Sakouhi 
et al., 2009). Varios estudios han evaluado la evolución del perfil de esteroles durante el 
desarrollo del fruto, concluyendo que hay una reducción en la concentración de α-tocoferol y β-
sitosterol y un aumento en la concentración de Δ5-avenasterol durante la maduración del fruto 
(Ajana et al., 1998; Frega y Lercker, 1986; Fernández-Cuesta et al., 2013). Las oscilaciones en las 
concentraciones de esterol durante la maduración también se atribuyen a su conversión a 
hormonas y vitaminas que regulan el crecimiento y desarrollo de los tejidos inmaduros (Jang et 
al., 2000; Dağdelen et al., 2013). 
 
I.3. Abscisión  
El modelo actualmente aceptado del proceso de abscisión incluye cuatro etapas 
principales, detalladas a continuación (Figura 2): (a) diferenciación de la ZA; (b) recepción de 
señales de abscisión; (c) activación del proceso de abscisión; y (d) diferenciación de una capa 
protectora (Patterson, 2001; Zhang et al., 2015). El modelo de balance propone que la inducción 
de la abscisión depende de una compleja interacción de las concentraciones hormonales, 
además de factores que alteran la capacidad de respuesta de los tejidos o la sensibilidad a ellos 
(González-Carranza y Roberts 2012). Múltiples estudios han demostrado que, en varias especies 
y sistemas, el etileno activa la abscisión, una vez que comienza, y que la interacción entre etileno 
y otros reguladores del crecimiento vegetal es crítica en la regulación de la progresión de la 
abscisión de órganos (Lewis et al, 2006; Zhang et al., 2015). 
 
Introducción 
 
37 
 
Figura 2. Representación esquemática de los factores moleculares que intervienen en el desarrollo y la 
activación de la ZA. El modelo actualmente aceptado de abscisión de Patterson (2001) propone que el 
primer paso en la abscisión está relacionado con la diferenciación de un tejido funcionalmente 
especializado que permite la abscisión, la ZA (pequeños círculos de color verde oscuro), posicionado o 
bien en el límite entre los órganos (por ejemplo, en la base de los órganos florales y el receptáculo y en la 
unión entre el óvulo/semilla y el funículo en Arabidopsis thaliana o en la base del grano de arroz [Oryza 
sativa]) o dentro de los órganos (por ejemplo, en el pedúnculo de la flor de tomate [Solanum 
lycopersicum] o en la corola de tabaco [Nicotiana tabacum]). Una vez que la ZA se diferencia 
adecuadamente, sus células deben adquirir competencia para responder a los factores de desarrollo y 
ambientales que desencadenan la abscisión. La respuesta de las células de la ZA a las señales internas y 
externas desencadenates de la abscisión, puede ser mediada por fitohormonas que regulan la abscisión 
mediante la modulación de la expresión de genes relacionados con la abscisión durante la fase de 
activación de abscisión. El último paso de la abscisión implica la diferenciación de una capa protectora 
sobre la superficie de separación del órgano que permanece en la planta. ABA = ácido abscísico, AUX = 
auxina, BR = brasinoesteroides, C2H4 = etileno, CK = citoquinina, GA = giberelina, JA = ácido jasmónico, PA 
= poliaminas. Figura adaptada de Estornell et al., (2013) 
 
I.3.1. Cambios ultraestructurales de la zona de abscisión (ZA) 
Al inicio de la abscisión se producen los primeros cambios en las células que constituirán 
la ZA, el primero de ellos es una fuerte activación citoplasmática. El primer cambio morfológico 
observable es el alargamiento del núcleo celular a consecuencia del aumento de la transcripción 
(Abeles, 1968), estos cambios son acompañados por la proliferación del retículo endoplasmático 
rugoso y el aumento del contenido en ribosomas. La proliferación del retículo es una 
característica muy conservada entre ZAs de diferentes especies y ayuda en la identificación del 
tejido en los estudios ultraestructurales durante el proceso. Estudios como el de la abscisión de 
pedicelos florales en plantas de tabaco y tomate (Jensen y Valdovinos, 1968), la abscisión de los 
foliolos de Sambucus nigra (Osborne y Sargent, 1976a), etc. Este cambio en la estructura celular 
se debe al incremento en la síntesis de enzimas de lisis de la pared celular. No sólo el retículo 
aumenta su tamaño en el citoplasma, el aparato de Golgi dilata sus cisternas y se forman un 
gran número de vesículas (Henderson et al., 2001). La abscisión también modifica la membrana 
plasmática de las células de la ZA, a lo largo de toda la membrana se producen invaginaciones y 
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una acumulación de peroxisomas, encargados de depositar en la pared celular los materiales 
sintetizados (Osborne y Sargent, 1976a; Sexton y Redshaw, 1981). Todos estos cambios se 
acompañan de un incremento del tamaño celular a ambos lados de la línea de división. Este 
alargamiento ocurre por un cambio volumétrico que no modifica la superficie celular, es decir, 
las células se redondean, este fenómeno fue observado en Impatiens sultani (Sexton y Redshaw, 
1981). Pese a que el mecanismo puede variar entre especies, el proceso es común, las células 
de la zona de separación siempre se alargan a lo largo del eje del pecíolo, provocando tensión 
en los tejidos que mantienen la zona unida. Esta separación y la expansión de las células del 
parénquima son los responsables de generar la tensión suficiente para estirar y romper los vasos 
xilemáticos y facilitar la separación del córtex exterior y otros tejidos vasculares en la abscisión 
(Valdovinos y Jensen, 1968; Wright y Osborne, 1974; Osborne y Sargent, 1976a; Kim et al., 2015). 
Tras los cambios producidos en la estructura del citoplasma, se produce la degradación de la 
pared celular, lo que determina la aparición del plano de fractura, tras lo cual, se produce la 
autolisis parcial o total de la célula. En las células del plano de fractura proximal, se produce un 
proceso de senescencia. Durante la abscisión, a menudo se producen otras modificaciones 
anatómicas (van Doorn y Stead, 1997). En la mayoría de los casos, las células de la capa de 
separación situadas en la zona basal, se diferencian en una capa de protección que se continua 
con la epidermis (Addicott, 1982). El tejido vascular que atravisa la ZA no siempre participa en 
la abscisión (Stösser et al., 1969) y se mantiene a modo de conexión final al cuerpo de la planta, 
esta unión se elimina por una ruptura física. El proceso de abscisión suele ir acompañada de la 
formación de tilosas, las cuales participan en la protección frente a la invasión por patógenos de 
las partes distales de la planta que quedarían expuetas tras la separación. 
 
I.3.2. Cambios bioquímicos y moleculares de la ZA 
La activación de la ZA implica un alto número de familias de genes, incluidas las enzimas 
de remodelación de la pared celular (del Campillo y Bennett, 1996; Ogawa et al., 2009; Rose et 
al., 1997; Hong et al., 2000; Jiang et al., 2008; Cai y Lashbrook, 2008; Ferrarese et al., 1995; 
Lashbrook et al., 1994; Mishra et al., 2008), factores de transcripción (Fernandez et al., 2000; 
Heck et al., 1995; Adamczyk et al., 2007; Chen et al., 2011), y péptido señal (Li et al., 2006; 
Butenko et al., 2009; Stenvik et al., 2006; Cho et al., 2008; Kumpf et al., 2013; Shi et al., 2011; 
Liljegren, 2012; Leslie et al., 2010; Lewis et al., 2010; Burr et al., 2010). En última instancia, un 
programa de defensa se activa, evitando así daños por patógenos en esos órganos (Meir et al., 
2010; Cai y Lashbrook, 2008; Agustí et al., 2009; Meir et al., 2011; Zhu et al., 2011). 
Mediante estudios ultraestructurales relizados en la pared celular se comprobó que, en 
las células de la ZA, existe un incremento de la síntesis de ARN al inicio de la abscisión (Abeles, 
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1968), acompañado de la proliferación del retículo endoplasmático rugoso y los polisomas 
(Valdovinos y Jensen, 1968), lo cual hace visible que durante la abscisión son necesarias la 
síntesis de nuevas proteínas y ARNm. Los estudios moleculares sobre las proteínas necesarias 
para la abscisión del órgano, se han focalizado en la evolución en los patrones de expresión de 
enzimas hidrolíticas de la pared celular, y en genes que sufren regulación positiva durante la 
abscisión, buscando proteínas que desempeñen un papel fundamental en el proceso. 
La lámina media es la primera parte de la pared celular que es atacada por las encimas 
de degradación durante la abscisión (Petersen et al., 1996; Lashbrook, 2009; Phetsirikoon et al., 
2016), la tinción de compuestos ricos en pectina de la pared disminuye, lo que pone de maniesto 
la degración de la lámina media, se produce una disminución de las pectinas insolubles a medida 
que aumenta la proporción de pectinas ácidas solubles (Osborne y Morgan, 1989). Se han 
observado microfibrillas de celulosa disociadas, debido a que la disolución de la pared celular 
también puede conllevar la degradación de la celulosa y hemicelulosas (Roberts et al., 2002). 
Factores como la disminución de los niveles de Ca2+ y pH, contribuyen al reblandecimiento de la 
pared celular, sin embargo, el principal responsable es el incremento de la actividad enzimática 
culpable de la modificación de la pared celular. La separación del órgano implica la actuación de 
un conjunto de enzimas responsables de la degradación de la pared celular, esto hizo que fueran 
las primeras en estudiarse e involucrarse con el proceso de abscisión. 
Un total de 450 fosfopéptidos, entre los cuales 85 fosfopéptidos correspondientes a 73 
fosfoproteínas, se regulan significativamente en respuesta a etileno en la abscisión de pedicelo 
floral de tomate (Zhang et al., 2015). Las características únicas de la fosfoproteómica de la ZA, 
sugiere la participación de una compleja red de interacciones quinasa-sustrato y la fosfatasa-
sustrato en respuesta a etileno. Algunos sitios de fosforilación dependientes de calcio de la 
proteína quinasa (CDPK5S523), CDPK5S527 y SRL3S329 se encontraron también llevando a cabo 
funciones de protección para la ZA y ayudando en la transducción de señales de etileno (Zhang 
et al., 2015). Miembros específicos de la familia de genes β-1,4-glucanasa (celulosa) están 
regulados por etileno durante la abscisión de órganos en diferentes especies (Ferrarese et al., 
1995; Lashbrook et al., 1994; Mishra et al., 2008; Zhang et al., 2015). 
 
I.3.3. Señales hormonales que regulan el proceso de abscisión 
La respuesta general a los estímulos que inducen la abscisión comprende una respuesta 
conjunta por parte de la planta la cual conlleva una disminución en la biosíntesis y una inhibición 
del transporte de las hormonas que inhiben la abscisión tales como auxina y citoquininas, lo cual 
debe coincidir con un aumento de etileno, ácido jasmónico y ácido abscísico, las cuales son 
hormonas de aceleración de la abscisión que se asocian también comúnmente con la 
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senescencia (Yruela et al., 2015; Wilmowicz et al.,2016). Tanto los niveles de estas hormonas, 
así como su sensibilidad, según lo determinado por las concentraciones y afinidades de los 
receptores, son factores determinantes importantes en cuanto a establecer si se producirá la 
abscisión. El modelo de balance señala que la inducción de la abscisión depende de una compleja 
interacción de las concentraciones de hormonas de la planta, además de los factores que alteran 
la capacidad de respuesta de los tejidos o la sensibilidad a ellos (Sexton y Trewavas, 1987; 
Sexton, 1997; González-Carranza et al., 2012).  
En los últimos años, la combinación de los estudios fisiológicos, genéticos y genómicos 
clásicos han demostrado la implicación de múltiples rutas y procesos coordinados en la abscisión 
(González-Carranza y Roberts, 2012; Estornell et al., 2013; Niederhuth et al., 2013). Entre estas 
rutas y procesos implicados está la señalización hormonal de etileno, auxina, ácido abscísico y 
ácido jasmónico (Ogawa et al., 2009; Wilmowicz et al., 2016), así como la vía de HAE HSL2, el 
tráfico transmembrana y respuestas posteriores reguladas por estas señales (Niederhuth et al., 
2013; Meng et al., 2016). Sin embargo, para esclarecer las redes que integran estas distintas 
rutas y procesos se ha requerido de estudios de genómica, como los microarrays y estudios de 
secuenciación de ARN utilizados en Arabidopsis (Cai y Lashbrook, 2008; Lashbrook y Cai, 2008; 
Niederhuth et al., 2013). En otras especies distintas de Arabidopsis, enfoques genómicos 
funcionales se están aplicando para estudiar la abscisión. Los microarrays se han utilizado para 
estudiar los cambios de expresión génica de la abscisión inducidos por etileno en cítricos (Agustí 
et al., 2009), manzana (Botton et al., 2011; Zhu et al., 2011) y tomate (Meir et al., 2010; Nakano 
et al., 2013). Estos estudios han revelado cambios en las enzimas que modifican la pared celular, 
así como la interacción hormonal y factores como el estrés nutricional en la abscisión. Enfoques 
basados en la secuenciación del transcriptoma también se han utilizado para analizar la 
abscisión. Zhou et al. (2008) identificaron genes que intervienen principalmente en el 
metabolismo de carbohidratos durante la abscisión del fruto inmaduro de manzana. Más 
recientemente, se secuenciaron los transcriptomas de las ZAs de olivo (Gil-Amado y Gómez-
Jiménez, 2013) y melón (Corbacho et al., 2013), usando pirosecuenciación 454, durante la 
abscisión del fruto maduro.  
Se ha comprobado que, en el olivo, debido al posible antagonismo entre las poliaminas 
y la biosíntesis de etileno en la ZA del fruto maduro, los niveles endógenos de poliaminas se 
controlan estrechamente durante la abscisión (Bagheri et al., 2017). El etileno exógeno y algunos 
inhibidores de la biosíntesis de poliaminas pueden inducir abscisión del fruto maduro en olivo, 
que podrían estar asociados con la disminución de la producción de óxido nítrico como una 
molécula de señalización (Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011). El H2O2 endógeno muestra un 
aumento en la zona de abscisión durante la abscisión del fruto maduro, lo que sugiere que el 
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H2O2 acumulado puede participar en la señalización de abscisión. Los genes OeSAMDC1 y 
OeSPDS1 se expresan diferencialmente dentro de y entre las zonas de abscisión (Gil-Amado y 
Gómez-Jiménez, 2012). OeSAMDC1 muestra una expresión ligeramente inferior en asociación 
con la abscisión del fruto maduro (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012). El etileno desempeña un 
papel regulador positivo en la producción de H2O2 y el H2O2 acumulado puede estar implicado 
en la señalización de abscisión, en el que NO también juega un importante papel (Parra-Lobato 
y Gómez-Jiménez 2011). Tanto el NO como el H2O2 están relacionados con las poliaminas (Parra-
Lobato y Gómez-Jiménez 2011). Por otra parte, la generación de H2O2 está estrechamente 
vinculada a los procesos catabólicos de las poliaminas (Moschou et al., 2008; Angelini et al., 
2010; Tavladoraki et al., 2011). Existe un alto grado de coordinación en la expresión de varios 
genes de las enzimas de la biosíntesis de etileno y poliaminas, lo que sugiere un antagonismo 
entre etileno y poliaminas rutas a nivel transcripcional. El antagonismo directo entre las rutas 
de etileno y poliaminas actúa en la estimulación de la expresión de genes relacionados con 
etileno para modular la abscisión del fruto maduro (Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011; Gil-
Amado y Gómez-Jiménez, 2013). Al mismo tiempo, los inhibidores de etileno o poliaminas 
exógenos estimulan la cantidad de putrescina libre (Bagheri et al., 2017). Se ha constatado la 
influencia del etileno exógeno en la homeostasis de poliaminas mediante la modulación de la 
actividad S-adenosilmetionina descarboxilasa durante la abscisión del fruto maduro en olivo 
(Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012). Durante el desarrollo de la ZA de fruto existe una variación 
en las actividades de diamina oxidasa y poliamina oxidasa, siguiendo la misma tendencia que la 
actividad biosintética. En las últimas etapas del desarrollo de la ZA, solamente permanecen 
trazas de actividades diamina oxidasa y poliamina oxidasa. Las actividades de diamina oxidasa y 
poliamina oxidasa participan durante el desarrollo de la ZA del fruto, como principal proveedor 
de H2O2 apoplástica necesaria para eventos de fortalecimiento de la pared celular (Gil-Amado y 
Gómez-Jiménez, 2012). 
Se puede encontrar un alto nivel putrescina libre en la ZA del fruto que coincide con la 
actividad arginina descarboxilasa, paralelo a una disminución de la actividad S-
adenosilmetionina descarboxilasa. Sin embargo, en hojas de uva y flores, se ha demostrado que 
el porcentaje de abscisión aumenta en respuesta a CHA (inhibidor de la actividad sintasa Spd), 
donde CHA disminuye los niveles de espermidina y espermina (Aziz et al., 2001). La actividad de 
las enzimas catabólicas y biosintéticas de poliaminas se ven afectadas de manera diferente en 
respuesta a etileno durante la abscisión del fruto. Existe una fuerte correlación temporal entre 
los niveles de poliaminas y los procesos biosintéticos en la ZA del fruto, aunque se ha 
demostrado que hay una correlación directa entre los niveles de poliaminas y actividades 
enzimáticas catabólicas durante la abscisión inducida por etileno (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 
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2012). La biosíntesis de putrescina en la ZA del fruto está regulada positivamente por etileno, 
mientras que la biosíntesis de espermidina y espermina está regulada negativamente por etileno 
durante la abscisión. Por lo tanto, un alto potencial de abscisión de fruto maduro está 
relacionado, al menos en parte, a un alto nivel de putrescina libre y su alta actividad biosintética 
(Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012). Los altos niveles de putrescina están vinculados a una 
acumulación diferencial de los transcritos de genes específicos que abarcan una amplia variedad 
de procesos celulares y que son inductores de poliaminas endógenos y nuevos transmisores de 
señal (Srivastava et al 2007; Handa y Mattoo 2010). En este sentido, no se puede descartar que 
la formación de putrescina dependiente de etileno podría actuar como un segundo mensajero 
que afecta a diversos procesos morfológicos y fisiológicos en las paredes celulares durante la 
abscisión del fruto maduro. Por lo tanto, la putrescina endógena puede jugar un papel 
complementario al etileno en el curso normal de la abscisión de fruto maduro (Gil-Amado y 
Gómez-Jiménez, 2012). 
Hay poca información disponible sobre la base de la abscisión diferencial del fruto para 
el metabolismo de poliaminas (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012). Se ha planteado la hipótesis 
de que el aumento de la producción de poliaminas en las plantas puede limitar la cantidad de 
precursor disponible asignado para la biosíntesis de etileno, o viceversa. La naturaleza y el 
alcance de la competencia entre las poliaminas y las vías de biosíntesis de etileno, es al menos 
en parte una función del tipo de tejido y su estado fisiológico del desarrollo (Wang et al., 1993). 
Debido al posible antagonismo entre las poliaminas y la biosíntesis de etileno en la ZA del fruto 
maduro, los niveles endógenos de poliaminas se controlan estrechamente durante la abscisión 
que implica principalmente la biosíntesis de poliaminas y la conjugación (Gil-Amado y Gómez-
Jiménez, 2012). Una función bien caracterizada de la espermidina es que actúa como un donante 
de un resto aminobutil para la desoxihipusina sintasa catalizada por la activación 
postraduccional de la proteína eIF5A (Ober y Hartmann, 1999). Aunque el modo preciso de 
acción para eIF5A activado no se entiende bien, está implicada en diversos procesos de la planta 
tales como la muerte celular programada (Wang et al., 2001; Wang et al., 2003) y 
probablemente funciona como un portador para la exportación de ARN específicos desde el 
núcleo hasta el citosol.  
Los patrones de expresión de genes relacionados con etileno difieren durante la 
activación de la ZA del fruto del olivo. OeACO2 y OeACS2 muestran una fuerte asociación con la 
acumulación de ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico durante abscisión. OeACO2 y OeACS2 
en la ZA del fruto se encuentran relacionados con la abscisión del fruto maduro (Parra-Lobato y 
Gómez-Jiménez, 2011). El NO endógeno y ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico mantienen 
una correlación inversa en la ZA de fruto, lo que sugiere una acción antagonista de NO y etileno 
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durante la abscisión de fruto maduro, como se ha demostrado durante la maduración del fruto 
(Leshem, 2001; Manjunatha et al., 2010; Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011). La producción 
de NO está sujeta a variación entre cultivares de olivo. Las poliaminas tienen un efecto regulador 
sobre la producción de NO durante la abscisión del fruto maduro, lo que sugiere la presencia de 
una enzima desconocida que convierte poliaminas directamente a NO y otros productos, de 
acuerdo con los datos reportados en otros trabajos (Tun et al, 2006; Yamasaki y Cohen, 2006; 
Arasimowicz-Jelonek et al, 2009; Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011). 
 
I.3.4. La abscisión del fruto 
La abscisión del fruto inmaduro es un proceso común en las plantas cultivadas, se origina 
como respuesta a señales de desarrollo o ambientales (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012). La 
abscisión de fruto inmaduro produce pérdidas importantes en la cosecha (Gil-Amado y Gómez-
Jiménez, 2012). Durante las primeras fases de desarrollo del fruto, la abscisión podría deberse a 
una falta de nutrientes, interrupción de la embriogénesis o condiciones ambientales adversas, 
que activan la ZA y produce la caída del fruto (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012; Erel et al., 
2013). Se ha demostrado en observaciones anatómicas en diferentes especies, como manzana, 
cereza, y melocotón, que la ZA está prediferenciada y es reconocible antes de la activación de la 
caída fisiológica del fruto inmaduro (Stösser et al., 1969; Bargioni y Ramina, 1972; Rascio et al., 
1985; Pandita y Jindal, 1991; Arseneault y Cline, 2016). Como adición a las causas ya citadas, la 
competencia entre la parte vegetativa y la reproductiva, y dentro de ésta última, la fructificación, 
podrían causar la abscisión del fruto inmaduro (Aziz et al., 2001; Dal Cin et al., 2007; Gil-Amado 
y Gómez-Jiménez, 2012). El crecimiento vegetativo ejerce un efecto negativo en la retención del 
fruto (Quinlan y Preston, 1971), sin emabargo, aún no ha sido posible discernir si la competencia 
se debe a la demanda de carbohidratos o por dominancia entre las distintas partes (Gruber y 
Bangerth, 1990; Aziz, 2003). 
Los estudios sobre la biosíntesis y señalización de etileno en la abscisión de frutos 
inmaduros tales como melocotón (Rasori et al., 2002; Ruperti et al., 2002) y manzana (Li y Yuan, 
2008), así como en la abscisión del fruto maduro, por ejemplo, en manzana (Jianguo et al., 2010) 
y naranja (Merelo et al., 2017), ponen de manifiesto su efecto promotor en la abscisión. Por el 
contrario, las auxinas participan en la disminución de la abscisión del fruto inmaduro, se ha 
comprobado en especies como el pimiento (Huberman et al., 1997) y la manzana (Dražeta et al., 
2004). A diferencia del etileno y las auxinas, la función de otras hormonas no es tan fácil de 
aclarar (Taylor y Whitelaw, 2001). Las citoquininas determinan ligeramente la formación de una 
ZA secundaria en explantos de pera (Pierik, 1980). Además, cuando se aplicó citoquinina en 
manzano, se incrementó la abscisión del fruto inmaduro (Buban, 2000; Dal Cin et al., 2007). Con 
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respecto a las giberelinas, la giberelina cuatro es capaz de aumentar la retención del fruto 
inmaduro (Kondo y Mizuno, 1989), probablemente por estimulación del transporte de auxinas 
desde los frutos jóvenes (Callejas y Bangerth, 1997). El ácido abscísico tiene un efecto variable 
y, en algunas situaciones, puede estimular la abscisión (Davis y Addicott, 1972; Sexton y 
Trewavas, 1987) al incrementar la síntesis de etileno (Cracker y Abeles, 1969). El metiljasmonato 
es capaz de incrementar la abscisión de frutos inmaduros en cítricos y tomate (Cracker y Abeles, 
1969; Beno-Moualem et al., 2004) e inducir una ZA secundaria en tallos de Bryophyllum 
(Saniewski et al., 2000). De forma opuesta, los brasinosteroides son capaces de disminuir la 
abscisión cuando se aplican en peciolos (Iwahori et al., 1990). Y, por último, las poliaminas 
también son capaces de retrasar la abscisión de frutos inmaduros de litchi (Stern y Gazit, 2000) 
y de uva (Aziz et al., 2001; Aziz, 2003).  
Se ha propuesto que en la biosíntesis de etileno y poliaminas, existe competencia por 
un precursor común, de esta forma se pueden explicar algunas de sus relaciones antagónicas 
durante el desarrollo (Mehta et al., 2002; De Dios et al., 2006; Liu et al., 2006; Gil-Amado y 
Gómez-Jiménez, 2012). Pese a esta relación entre la biosíntesis de etileno y poliaminas, y la 
asociación de estas con el metabolismo de la pared celular, durante procesos como el desarrollo 
y la maduración del fruto (De Dios et al., 2006; Liu et al., 2006; Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 
2012), su papel en la abscisión del fruto todavía no está bien definido. Se comprobó que las 
poliaminas retardan la abscisión de la fructificación (Malik y Singh, 2003), y aumentan la 
producción de frutos de litchi (Stern y Gazit, 2000) y uva (Aziz et al., 2001). Se ha propuesto 
como hipótesis, que la abscisión inicial de la fructificación podría estar regulada por poliaminas 
libres a través de cambios en los metabolitos primarios (Aziz et al, 2001; Aziz, 2003). 
Basándose en la alta variabilidad genética intraespecífica del melón, se ha demostrado 
que dos genes, Abscission layer-3 (Al-3) y Abscission layer-4 (Al-4) controlan la abscisión del fruto 
maduro, siendo además ésta dependiente de etileno (Pèrin et al., 2002), ya que las líneas 
transgénicas (antisentido del transcrito de la enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 
oxidasa) de melón presentan ausencia de esta abscisión (Pech et al., 2008), si bien ningún 
componente conocido de la ruta de biosíntesis y de señalización de etileno se colocaliza con Al-
3 o Al-4, por lo que se sugiere que es un proceso muy complejo (Pèrin et al., 2002; Pech et al., 
2008). 
 
I.3.5. La abscisión del fruto en olivo 
En olivo, la abscisión del fruto puede ocurrir en tres ubicaciones diferentes, de acuerdo 
con la fase de desarrollo en la que se encuentre el fruto (Figura 3) (Bartolini et al., 1993; Castillo-
Llanque y Rapoport, 2009; Gómez-Jiménez et al., 2010; Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2012).  
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Anteriores estudios en olivo han demostrado que, durante la abscisión del fruto maduro, 
la ruta de biosíntesis y señalización de etileno dependiente de poliaminas, desempeña un papel 
fundamental (Gómez-Jiménez et al., 2010a; Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011; Gil-Amado y 
Gómez-Jiménez, 2012). Así mismo, se ha demostrado que el óxido nítrico y el ácido 1-
aminociclopropano-1-carboxílico endógenos mantienen una correlación inversa, desepeñando 
una acción opuesta a la del óxido nítrico y del etileno en la señalización de la abscisión en olivo 
(Parra-Lobato y Gómez-Jiménez, 2011). En los últimos años, la secuenciación masiva del 
transcriptoma de las ZAs del olivo ha permitido identificar genes y rutas asociadas con la 
activación de la abscisión, constituyendo el primer análisis detallado disponible de la actividad 
transcripcional de este proceso en olivo (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2013). Este análisis 
transcriptómico demuestró que la activación de la abscisión del fruto en olivo es controlada 
positivamente por etileno, ácido abscísico, ácido salicílico, brasinosteroides y giberelinas, y 
negativamente por auxinas y ácido jasmónico (Gil-Amado y Gómez-Jiménez, 2013). 
 
Figura 3. Zonas de abscisión del fruto en olivo (A) y las correspondientes unidades separadas (B). (1) ZA1 
Pedúnculo-Rama; (2) ZA2 Pedicelo-Raquis; (3) ZA3 Fruto-Pedicelo. Figura adaptada de Castillo-Llanque y 
Rapoport (2009). 
 
I.4. La pared celular 
Una de las características más destacadas de las células vegetales es la presencia de una 
estructura rígida, externa a la membrana plasmática, compleja y de constitución fibrosa que 
recibe el nombre de pared celular. Sus propiedades resultan fundamentales para determinar la 
forma y el volumen celular, además de posibilitar el desarrollo de una alta presión de turgencia 
(Guerriero et al., 2014). La pared no es inerte, participa en numerosos procesos celulares entre 
los que destacan la adhesión, señalización, reconocimiento, crecimiento, diferenciación, 
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defensa frente a patógenos, transporte intercelular y almacenamiento de reservas (Cosgrove, 
1997; Nagata et al., 2004). 
Las paredes celulares se pueden clasificar en dos tipos: primarias y secundarias (Figura 
4). Las paredes primarias las forman células en crecimiento y se considera que se encuentran 
poco especializadas en cuanto a su estructura y composición. 
 
Figura 4. Diagrama esquemático que destaca algunos aspectos de la arquitectura, la regulación hormonal, 
y la Integridad de detección de la pared celular. (A) Composición de polisacáridos de las paredes celulares 
primarias es principalmente celulosa, xiloglucano, y pectina. Las flechas azules destacan puntos de acceso 
biomecánicos en el que XiG actúa como un adhesivo entre un corto tramo de dos microfibrillas de celulosa 
adyacentes. (B) Un CSC sintetizando activamente se muestra como una conexión física entre la membrana 
plasmática y la pared celular. También se muestran sensores de integridad de la pared celular. El THE1 
RLK reprime la elongación celular cuando se interrumpe la biosíntesis de celulosa. WAK1 se puede unir a 
pectina y OGs e iniciar señales desconocidas descendentes a través de su dominio quinasa. Se ha 
especulado que FEI1 y FEI2 se unan al complejo de ACS para ayudar en la síntesis de ACC, que es 
importante para el mantenimiento de la pared celular. Es pobrable que otros RLKs sensores de la 
integridad de la pared celular sean caracterizados en el futuro. A través de BRI1/BAK1, se muestra la 
señalización BR para iniciar la elongación celular mediante la activación transcripcional genes diana BZR 
relacionados con la pared celular. Figura daptada de Bashline et al., (2014) 
 
En cuanto a las paredes secundarias, éstas se sintetizan una vez ha cesado el crecimiento 
celular y se relacionan con células altamente especializadas, como los elementos de los vasos, 
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las traqueidas (componentes del xilema) (Jyske et al., 2014) y las esclereidas (componentes del 
esclerénquima). 
La pared celular primaria se caracteriza por un contenido bajo en celulosa y alto en 
pectinas, al contrario que la pared celular secundaria. La pared primaria contribuye a la 
integridad estructural de la pared, a la adhesión celular y a la transducción de la señal (Caffall y 
Mohnen, 2009; Huang et al., 2016). Normalmente, las paredes celulares suelen estar 
atravesadas por pequeños canales, denominados plasmodesmos, que conectan células vecinas 
facilitando el transporte intercelular de moléculas (Burch-Smith y Zambryski, 2012). Además, las 
paredes de células adyacentes se encuentran unidas por una estructura intercelular amorfa de 
naturaleza diferente a la pared celular, denominada lámina media (Nishitani y Demura, 2015; 
Zhang et al., 2015). 
 
I.4.1. Arquitectura de la pared celular vegetal primaria 
Las paredes celulares vegetales muestran una amplia variedad en composición, entre 
diferentes especies, entre diferentes tipos celulares o incluso en un mismo tipo celular durante 
su diferenciación (Freshour et al., 1996; Derbyshire et al., 2007; Pelletier et al., 2010; Roppolo 
et al., 2011). A pesar de esta diversidad, todas las paredes celulares vegetales primarias 
muestran una arquitectura común basada en la rigidez de las microfibrillas de celulosa 
embebidas en una matriz de hemicelulosa, pectina y proteínas estructurales (Figura 4) 
(Cosgrove, 2005; Huang et al., 2016). 
La celulosa está formada por cadenas lineales de (1→4)-β-D-glucopiranosa. Debido a la 
configuración espacial alternante de los enlaces glucosídicos que unen los residuos de 
glucopiranosa adyacentes, se considera que la unidad de repetición en la celulosa es la 
celobiosa, un disacárido (1→4)-β-D-glucopiranosa (Figura 5). Estas cadenas pueden asociarse 
entre sí a través de uniones no covalentes, como puentes de hidrógeno e interacciones 
hidrofóbicas, dando lugar a la formación de microfibrillas. En relación a la organización de las 
microfibrillas, los modelos actuales sugieren que tienen una estructura formada por dominios 
altamente cristalinos, unidos a regiones menos organizadas denominadas amorfas. Las 
microfibrillas de celulosa poseen una alta resistencia a los esfuerzos de tensión, son insolubles, 
químicamente estables y relativamente resistentes al ataque enzimático (Cosgrove, 1997; 
Nishiyama et al., 2002; Zarei et al., 2016). 
Las hemicelulosas comprenden un grupo heterogéneo de polisacáridos flexibles que se 
unen a la superficie de las microfibrillas de celulosa, a través de puentes de hidrógeno, formando 
entramados que las mantienen juntas en una red cohesiva. Las hemicelulosas son más 
abundantes en las paredes secundarias que en las primarias, tanto en dicotiledóneas como en 
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monocotiledóneas. La hemicelulosa más abundante en la pared celular primaria de las 
dicotiledóneas es el xiloglucano, constituido por un polímero lineal de (1→4)-β-D-glucopiranosa 
con cadenas laterales cortas que contienen xilosa y, frecuentemente, galactosa y una fucosa 
terminal (McNeil et al., 1984; Fry, 1989; Li et al., 2015a). Los xiloglucanos no solamente se unen 
a la superficie de las microfibrillas de celulosa, sino que también pueden quedar atrapados 
dentro de las mismas, bien durante su síntesis o bien a través de un enlace covalente mediado 
por una reacción de transglicosilación (Pauly et al., 1999a, 1999b; Hrmova et al., 2007). También 
pertenecen al grupo de las hemicelulosas moléculas como los mananos, los xilanos y los 
arabinoxilanos (Revilla y Zarra, 2008). 
 
Figura 5. Estructura de una fibrilla de celulosa. La celulosa consiste en largas cadenas de unidades de D-
glucosa unidas por enlace glucosídico β (1→4) (sombreadas), con unidades alternas que giran 180 ° con 
respecto a su vecina. Esto significa que la unidad de repetición es celobiosa, no la glucosa; También, el 
polímero forma una cadena lineal. Varias cadenas de celulosa están unidas entre sí para formar una fibrilla 
de celulosa, que presenta resistencia a la tracción y al mismo tiempo es altamente reactiva. La mayor 
parte de la fibrilla tiene cadenas de celulosa en un orden tridimensional preciso y por lo tanto muestra 
propiedades cristalinas; otras partes son amorfas o no cristalinas. Figura adaptada de Srivastava (2002) 
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Figura 6. Estructuras representativas seleccionadas de regiones específicas de los polisacáridos pécticos. 
(b) Homogalacturonano, HG, columna vertebral no sustituida de residuos de galactosa; se han descrito 
grados de polimerización de hasta 100. (b) Ramnogalacturonano II, RG-II, la estructura es casi invariable 
en todas las especies. (c) Ramnogalacturonano I, RG-I, región de repetición del disacárido galactosa-
ramnosa en la columna vertebral. Todos los azúcares son isómeros D, salvo los que se designen como 
isómeros L. Figura adaptada de Paul Knox Cell Wall Lab (2003). 
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En cuanto a las pectinas, éstas forman una fase gelatinosa en la que se encuentra 
embebida la red celulosa-hemicelulosa, evitando su agregación y colapso. La mayor fracción de 
polisacáridos no celulósicos de pared primaria en las paredes de tipo I, de dicotiledóneas y 
especies no gramíneas, son las pectinas (Caffall y Mohnen., 2009). Al igual que las hemicelulosas, 
constituyen un grupo heterogéneo de polisacáridos ramificados y altamente hidratados. Se 
clasifican en neutras y ácidas. Las neutras se conforman de residuos consecutivos de arabinosa 
(arabinanos), de galactosa (galactanos) o de ambos residuos en la misma molécula 
(arabinogalactanos) (Revilla y Zarra, 2008). Las ácidas contienen numerosos residuos de ácido 
D-galacturónico. Los polisacáridos de esta clase de pectinas se clasifican en tres tipos principales: 
ácido homogalacturónico u homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano I (RG-I) y 
ramnogalacturonano II (RG-II) (Carpita y McCann, 2000; Mohnen, 2008; Hocking et al.,2016) 
(Figura 6). 
En esta clase también se incluye el xilogalacturonano, un polisacárido constituido por 
una cadena central de ácido α-(1→4)-D-galacturónico con sustituciones de xilosa en el carbono 
3, del cual no se tiene constancia clara de su función, pero se ha encontrado en una gran 
variedad de plantas, como en semillas de soja y guisante, en manzana, en callos de zanahoria y 
en polen de pino (Revilla y Zarra, 2008). 
En relación a las proteínas estructurales de la pared celular, éstas se clasifican de 
acuerdo a su composición predominante de aminoácidos. Así, por ejemplo, podemos destacar 
las proteínas ricas en hidroxiprolina y las proteínas ricas en glicina. Dentro de la categoría 
formada por las proteínas ricas en hidroxiprolina se pueden diferenciar las proteínas ricas en 
prolina, las proteínas ricas en arabinogalactanos (AGPs) y las extensinas (EXTs) (Showalter, 1993; 
Ellis et al., 2010; Tan et al., 2012). Este trabajo se centrará en el estudio de las AGPs y las EXTs. 
 
I.4.2. Proteínas ricas en arabinogalactanos (AGPs) 
Abreviadas como AGPs, constituyen una familia de macromoléculas ampliamente 
distribuida tanto en plantas terrestres como acuáticas (e incluso algas) con una complejidad 
estructural solamente superada por los polifenoles y las pectinas (Ellis et al., 2010). Estas 
proteínas parecen desempeñar un rol esencial en numerosos procesos de crecimiento y 
desarrollo vegetal entre los que podemos destacar la expansión y división celular, el desarrollo 
reproductivo, la embriogénesis somática, la diferenciación del xilema, respuestas a estrés 
abiótico y la participación en rutas de señalización hormonal (McCabe et al., 1997; Seifert y 
Roberts, 2007; Ellis et al., 2010; Tan et al., 2012). Las AGPs se han localizado en la pared celular, 
en la cara externa de la membrana plasmática, en las vacuolas, en espacios intercelulares y en 
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el medio de cultivo de suspensiones celulares, donde son secretadas de forma activa 
(Rumyantseva, 2005; Lamport et al., 2006; Ellis et al., 2010). 
Las AGPs normalmente presentan pesos moleculares que oscilan entre 60 y 300 KDa 
(Nothnagel, 1997). Están constituidas por un núcleo central de naturaleza proteica (1-10% del 
peso molecular) del que parten cadenas laterales de polisacáridos (arabinogalactanos Tipo II) y 
oligosacáridos (residuos de arabinosa) (90-99% del peso molecular) (Rumyantseva, 2005). En 
función del tipo de aminoácidos que formen la parte proteica, las AGPs se clasifican en clásicas 
y no clásicas (Nothnagel, 1997). El dominio proteico de las AGPs clásicas contiene como 
aminoácidos mayoritarios hidroxiprolina/prolina, alanina, serina, treonina y glicina. La 
composición de aminoácidos de las AGPs no clásicas varía considerablemente, habiendo sido 
descritas AGPs pobres en hidroxiprolina, pobres en alanina, ricas en histidina y ricas en aspartato 
(Rumyantseva, 2005). 
 
Figura 7. Estructura de las AGPs. Son proteínas de la pared celular altamente glicosiladas, y sus glicanos 
consisten principalmente en residuos de arabinosa y galactosa. Azúcares minoritarios, como el ácido 
glucurónico o la ramnosa, también se encuentran presentes. El esqueleto proteico está enriquecido en 
residuos de hidroxiprolina. Las AGPs pueden anclarse a la membrana plasmática mediante un ancla GPI. 
Las estructuras de los glicanos de las AGPs se han adaptado de Qi et al. (1991), Tan et al. (2004), Tryfona 
et al. (2010). Nótese la acuciada heterogeneidad en la estructura de las cadenas de los glicanos. 
Abreviaturas: (Hyp)4: 4 residuos consecutivos de hidroxiprolina. Figura adaptada de Nguema-Ona et al. 
(2013). 
 
Las AGPs clásicas se encuentran unidas, por el extremo C-terminal del dominio proteico, 
a una molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI), que constituye un dominio transmembrana 
hidrofóbico que mantiene unida la AGP a la cara externa de la membrana plasmática 
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(Rumyantseva, 2005; Tan et al., 2012). Este anclaje GPI consiste en un oligosacárido formado 
por acetilglucosamina y residuos de manosa (pudiendo ser sustituida por β-galactosa) unidos vía 
etanolamina fosfato al extremo C-terminal de la proteína (Rumyantseva, 2005). El oligosacárido 
de acetilglucosamina se une a través de inositol con una fosfoceramida, formada por 
fitoesfingosina y ácido tetraeicosanoico (Rumyantseva, 2005) (Figura 7). 
En las AGPs no clásicas resulta poco probable, en base a estudios de secuencias de ADN, 
que presenten un anclaje tipo GPI a la membrana plasmática (Rumyantseva, 2005). Los 
polisacáridos y oligosacáridos se encuentran unidos al dominio proteico a través del oxígeno de 
los residuos de hidroxiprolina mediante enlaces O-glicosídicos. En aquellas AGPs no clásicas que 
carecen de hidroxiprolina, parecen ser los residuos de serina y treonina los que se encuentran 
glicosilados (Rumyantseva, 2005). 
Los estudios de la función biológica de las AGPs han demostrado su implicación en la 
expansión celular, el crecimiento, la diferenciación y la secreción (Seifert y Roberts, 2007; Ellis 
et al., 2010; Nguema-Ona et al., 2013; Tan et al., 2012). Asimismo, dada su naturaleza molecular 
de tipo anfifílica, resultan un candidato idóneo como mediadores entre la pared celular, la 
membrana plasmática y el citoplasma, pudiendo actuar como señales solubles o bien como 
moduladores y co-receptores de morfógenos (Seifert y Roberts, 2007). 
 
I.4.3. Extensinas (EXTs) 
Abreviadas como EXTs, constituyen una clase importante dentro de la familia de las 
HRGPs (Dong et al., 2014; Dong et al., 2015). Son conocidas por ser uno de los componentes 
clave responsables del endurecimiento de la pared celular e intervienen en la defensa frente a 
patógenos mediante la formación de redes reticuladas covalentemente (Lamport, 1969; Brysk y 
Chrispeels, 1972; Lamport, 1977; Mort y Lamport, 1977; Epstein y Lamport, 1984; Dong et al., 
2014; Sujkowska-Rybkowska y Borucki, 2014; Dong et al., 2015). 
Las EXTs constituyen un elemento minoritario de la pared celular vegetal (McQueen-
Mason y Cosgrove, 1995). Han sido identificadas en monocotiledóneas, dicotiledóneas, helechos 
y musgos (Lee et al., 2001), habiendo sido relacionadas con procesos de desarrollo en los que 
ocurre un relajamiento de la pared celular tales como la maduración de frutos, la formación del 
xilema, la germinación de semillas y la penetración del tubo polínico a través del estigma (Rayle 
y Cleland, 1992; Cosgrove, 2000). En la actualidad, el concepto de las EXTs como reguladores 
endógenos clave en los procesos de expansión celular, está claramente establecido por cuatro 
líneas de investigación (Cosgrove, 2000). En primer lugar, las EXTs inducen relajación de la 
tensión en la pared celular de una forma dependiente del pH, proceso que se denomina 
crecimiento ácido, no habiéndose encontrado otras proteínas con actividad similar. En segundo 
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lugar, la aplicación de EXTs a células vivas promueve su elongación. En tercer lugar, los genes 
que codifican para EXTs se expresan en el momento oportuno y en el lugar adecuado para 
regular el control del crecimiento. Por último, la inhibición de la expresión de los genes que 
codifican para EXTs hace inhibir el crecimiento celular. Estas proteínas presentan una masa 
molecular promedio de 25 a 28 KDa (McQueen-Mason et al., 1992), estando organizadas en una 
estructura modular de dos dominios, catalítico y de unión, y un péptido señal de 
aproximadamente 20 aminoácidos en la región amino terminal (Cosgrove, 2000). Su secuencia 
de aminoácidos resulta altamente repetitiva, conteniendo el motivo Ser-Pro-Pro-Pro-Pro (un 
residuo de serina seguido de cuatro residuos consecutivos de prolina) (Yoshiba et al., 2001). 
Las EXTs no tienen actividad hidrolítica (glucosidasa), por lo que es probable que los 
enlaces que rompen sean no covalentes (Cho y Kende, 1997). De hecho, se ha sugerido que las 
EXTs rompen los puentes de hidrógeno que se encuentran entre los filamentos de celulosa o 
entre la celulosa y otros polisacáridos mediante un mecanismo no enzimático (McQueen-Mason 
y Cosgrove, 1995; Cosgrove, 2000; Wei et al., 2010; Wolf et al., 2012). Según esta hipótesis, el 
movimiento de las EXTs estaría restringido a una difusión lateral a lo largo de la superficie de las 
microfibrillas de celulosa lo que posibilitaría debilitar localmente su fijación a la matriz 
facilitando la relajación de la tensión. 
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II. Objetivos 
 
El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conocimiento de los mecanismos 
implicados en el proceso de abscisión del fruto maduro en olivo.  
 
Los objetivos específicos son: 
1. Estudiar las modificaciones que se producen en los polisacáridos de las paredes celulares de 
la zona de abscisión (ZA) durante la abscisión del fruto maduro.  
1.1. Determinar la composición de la pared celular de la ZA durante la abscisión del fruto 
maduro. 
1.2. Estudiar la inmunolocalización de diferentes carbohidratos de la pared celular 
durante la abscisión del fruto maduro. 
1.2.1. Localizar a nivel subcelular hemicelulosas en la ZA activada del fruto, 
utilizando técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos 
monoclonales. 
1.2.2. Localizar a nivel subcelular celulosas en la ZA activada del fruto, utilizando 
técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos monoclonales. 
1.2.3. Localizar a nivel subcelular diferentes pectinas en la ZA activada del fruto, 
utilizando técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos 
monoclonales. 
1.2.4. Localizar a nivel subcelular calosa en la ZA activada del fruto, utilizando 
técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos monoclonales. 
1.3. Estudiar la implicación de las proteínas ricas en arabinogalactanos (AGPs) y 
extensinas (EXTs) en el proceso de abscisión del fruto maduro. 
1.3.1. Localizar a nivel subcelular AGPs en la ZA activada del fruto, utilizando 
técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos monoclonales. 
1.3.2. Localizar a nivel subcelular EXTs en la ZA activada del fruto, utilizando 
técnicas de inmunolocalización mediante el uso de anticuerpos monoclonales.  
2. Profundizar en el control transcripcional de genes regulados durante la abscisión del fruto 
maduro en olivo, mediante análisis transcriptómico de la ZA en comparación con el pericarpo 
del fruto maduro. 
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III.1 Materiales y Métodos 
III.1.1 Material vegetal  
El trabajo presentado en esta memoria se ha llevado a cabo en árboles de 20 años de 
olivo (Olea europaea L. cv. Picual, Figura 8), cultivados en el término municipal de Olivenza 
(Badajoz). Para el análisis de la zona de abscisión (ZA) del fruto se recogieron 2 estadios, entre 
septiembre y diciembre de 2014, de frutos: 154 y 217 días post-antesis (DPA), considerando 
que el estadio 154 DPA corresponde 
al inicio de la maduración y el estadio 
217 DPA corresponde al fruto 
completamente maduro (Figura 9). 
 
 
 
 
Figura 8. Arboles de la variedad de olivo 
“Picual” cultivados en el término 
municipal de Olivenza (Badajoz).  
 
Las ZAs de los frutos maduros en olivo fueron recogidas cortando 1 mm del plano de 
fractura proximal de la ZA (unión del pedicelo). Para ello, los pedicelos se separaron de forma 
manual de los frutos. El tejido de la ZA, que contiene células del plano de fractura proximal de 
la ZA, se diseccionó del pedicelo con ayuda de una cuchilla de afeitar en trozos de 1 mm3. Las 
ZAs de los frutos que contenían mesocarpo o pedicelo/tejidos del cáliz se descartaron. Se 
constituyeron lotes de 150-300 frutos por distribución aleatoria en 10 árboles diferentes (30 
frutos/rama). Después de la separación de las ZAs de los frutos, éstas son fijadas para 
microscopía o congeladas inmediatamente en nitrógeno líquido, y posteriormente son 
almacenadas a -80ºC hasta su uso. 
 
 
 
Figura 9. Estadíos de 
desarrollo del fruto de la 
variedad “Picual” de olivo 
(154 y 217 DPA). DPA: Días 
Post-Antesis. 
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III.1.2. Determinación de la composición de pared 
De cada muestra de 100 mg de peso fresco (45 mg material liofilizado), se separaron 4 
mg para análisis futuros de azúcares y ácidos urónicos, y el resto de la muestra fue hervida en 
tubos de vidrio en 10 ml de etanol al 85% durante 10 min. Después las muestras fueron enfriadas 
en agua helada y filtradas con filtros de fibra de vidrio y se dejaron secar. Este procedimiento 
fue necesario para obtener residuos insolubles en alcohol (RIA), eliminado los azúcares libres. 
 
III.2.1.1. Extracción con imidazol 
Utilizando todo el RIA obtenido, se añadieron 4 ml de imidazol en cada tubo de cultivo 
y se dejó toda la noche en agitación a temperatura ambiente (20°C). Al día siguiente se 
centrifugaron los tubos a 4000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue transferido a un 
tubo nuevo. A continuación, se realizaron dos lavados con agua destilada durante 30 minutos 
en las mismas condiciones, se centrifugaron y se recuperó el sobrenadante al mismo tubo 
empleado tras la anterior centrifugación. El proceso se repitió añadiendo 4 ml de imidazol y 
manteniendo la agitación durante 2 horas, después de centrifugar y recuperar el sobrenadante, 
se realizaron dos nuevos lavados con agua destilada, seguidos de centrifugación y recuperando 
el sobrenadante. El sobrenadante se sometió a diálisis en agua destilada a 4°C, empleando una 
membrana de diálisis de 18/32" de diámetro y MWCO 12-14000 Daltons. El agua destilada se 
cambió dos veces al día. 
 
III.2.1.2. Extracción con carbonato 
Se añadieron 4,5 ml de Na2CO3 al residuo de la extracción con imidazol y se dejó toda la 
noche en agitación a 4°C. Al día siguiente los tubos se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 
minutos y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. El residuo se lavó con agua destilada 
durante 30 minutos en las mismas condiciones, fue centrifugado y el sobrenadante fue 
transferido al mismo tubo empleado tras la primera centrifugación. El proceso se repitió 
añadiendo 4,5 ml de Na2CO3 y manteniendo la agitación durante 2 horas; después de centrifugar 
y recuperar el sobrenadante, se realizaron dos nuevos lavados con agua destilada, seguidos de 
centrifugación y recuperando el sobrenadante. El sobrenadante se sometió a diálisis en agua 
destilada a 4 ° C, utilizando una membrana de diálisis de 18/32" de diámetro y MWCO 12-14000 
Daltons. El agua destilada se cambió dos veces al día. 
Finalmente, se añadió una solución de agua y ácido acético a pH 5 al residuo y se sometió 
a diálisis en agua destilada a 4 ° C. Las diálisis de todas las extracciones se detuvieron cuando el 
agua alcanzó una conductividad de 0.3 mS/cm 
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Todos los extractos obtenidos fueron liofilizados, los extractos de imidazol y Na2CO3 se 
disolvieron en 1 ml de agua destilada y congelados hasta su uso. El residuo final se mantuvo en 
desecador hasta su análisis. 
 
III.2.1.3. Análisis de azúcares 
Los azúcares neutros fueron liberados mediante hidrólisis Saeman y analizados 
mediante cromatografía de gases, y el contenido en ácidos urónicos fue determinado 
colorimétricamente según una modificación del método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen 
(1973) (Coimbra et al., 1996; Selvendran et al., 1979). La hidrólisis de todas las muestras se hizo 
por duplicado y cada muestra se inyectó dos veces. 
 
III.1.3. Ensayos inmunocitoquímicos 
Las observaciones de los ensayos se realizaron con un microscopio electrónico de 
transmisión Tecnai G2 20 Twin (FEI Company, Hillsboro, Oregón, Estados Unidos) con voltaje 80 
KV, y tamaño de apertura de 100 µm para la lente condensadora y de 40 µm para el objetivo. El 
microscopio se encontraba acoplado a una cámara digital Eagle 4k de entrada inferior de altas 
prestaciones, HR, a 200 KV, con una resolución de 16 Mb, centelleador de alta resolución y un 
chip de 6cm x 6cm. La manipulación del microscopio y la captura de las imágenes se realizaron 
con el software propio del microscopio, los programas TEM Program User Interface y TEM 
Imaging & Analysis. 
 
III.1.3.1. Procesamiento del material 
El material que se utilizó en la inmunocitoquímica fue procesado siguiendo el protocolo 
que a continuación se detalla: 
 
a) Fijación 
La fijación es una etapa crítica en el procesamiento de muestras para microscopía cuya 
función es la de preservar las estructuras tisulares y celulares en su estado original y retener los 
diferentes componentes químicos celulares (ej. lípidos, proteínas, etc.) y mantener intacta la 
actividad enzimática y la inmunogenicidad de las distintas proteínas (Tabla 1). 
Reactivos: 
• Solución de cacodilato sódico 0,025 M (pH 7,0) 
• Solución de tetróxido de osmio al 1% (p/v) 
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• Solución PBS 10x: Na2HPO4 80 mM, KH2PO4 15 mM, NaCl 1,3 mM y KCl 30 mM, 
pH 7,4 
• Solución de fijación, que se prepara de acuerdo a la Tabla 1. 
Procedimiento: 
• Colocar los pedúnculos individualmente en tubos de 1,5 ml y añadir 0,5 ml de 
solución de fijación. Incubar durante 6 horas a 4ºC. 
• Cambiar el fijador e incubar las muestras durante 6 horas a 4ºC. 
 
• Retirar el fijador con una pipeta Pasteur y lavar las muestras con tampón 
cacodilato 0,025 M (pH 7,0) e incubar durante 30 minutos a 4ºC. Repetir este 
paso dos veces más. En el caso de que las muestras sean destinadas a la 
realización de estudios ultraestructurales, se lleva a cabo una post-fijación 
según se describe a continuación. 
• Retirar el tampón cacodilato y añadir 0,5 ml de una solución de tetróxido de 
osmio al 1% e incubar durante 2 horas a 4ºC en oscuridad. 
• Lavar las muestras con tampón cacodilato 0,025 M (pH 7,0) durante 30 minutos 
a 4ºC. Repetir este paso dos veces más. 
 
Tabla 1. Reactivos empleados en la solución de fijación. 
Reactivo Cantidad Concentración final 
Paraformaldehído 5 g 2,5% (p/v) 
Glutaraldehído al 25% (v/v) 2,5 ml 2% (v/v) 
NaOH 1 N 1 gota - 
Agua destilada Hasta 25 ml - 
Procedimiento: disolver el paraformaldehído en el tampón cacodilato con la ayuda de NaOH. Enfriar la solución 
resultante a 4°C. Añadir el glutaraldehído y ajustar el pH hasta 7,4. Completar con agua destilada hasta un 
volumen final de 25 ml. 
 
b) Deshidratación 
Dado que las resinas son hidrófobas, antes de la inclusión es necesario eliminar el agua 
de la muestra. La deshidratación se realiza en una serie de soluciones de etanol a 
concentraciones crecientes, tal y como se describe a continuación. 
Reactivos: 
• Etanol absoluto 
Procedimiento: 
• Retirar el tampón de lavado y añadir la solución de etanol al 30% (v/v). Incubar 
durante 1 hora a 4°C. 
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• Retirar la solución de etanol al 30% y añadir la solución de etanol al 50% (v/v). 
Incubar durante 1 hora a 4°C. 
• Retirar la solución de etanol al 50% y añadir la solución de etanol al 70% (v/v). 
Incubar durante 16 horas a –20°C. 
• Retirar la solución de etanol al 70% y añadir la solución de etanol al 90% (v/v). 
Incubar durante 6 horas a –20°C. 
• Retirar la solución de etanol al 90% y añadir la solución de etanol al 100% (v/v). 
Incubar durante 2 días a –20°C. Repetir otra vez desde la solución de etanol al 
30%. 
 
c) Inclusión 
La inclusión en una resina incrementa la dureza de los tejidos con objeto de poder 
obtener secciones ultrafinas. La inclusión de las muestras se realizó en una resina acrílica 
(Unicryl). La polimerización de esta resina se realiza a bajas temperaturas, lo que permite 
preservar la inmunogenicidad de las distintas moléculas (ej. proteínas) (Suárez-Rizzo, 2009). 
Reactivos: 
• Resina Unicryl 
• Etanol absoluto 
Procedimiento: 
Colocar las muestras en cambios sucesivos de: 
• Etanol absoluto: Unicryl (1:1) durante 2 días a –20°C. Repetir otra vez. 
• Unicryl durante 1 semana a –20°C. 
• Unicryl durante 1 día a –20°C. 
• Colocar las muestras en cápsulas de gelatina y rellenar con la resina Unicryl. 
• Polimerizar la resina Unicryl a –20°C durante 3 días bajo una lámpara de luz UV. 
 
d) Microtomía 
Para la obtención de secciones, con la ayuda de una cuchilla se talla una pirámide 
trapezoidal en el extremo de la cápsula donde se encuentra la muestra. Las secciones se 
realizaron mediante el uso de cuchillas de vidrio o diamante en un ultramicrotomo Ultracut E 
(Reichert-Jung, Alemania). Inicialmente, se obtienen cortes semifinos de una micra de grosor 
que se depositan en una gota de agua sobre un portaobjetos y se tiñen con azul de metileno/azul 
de toluidina para determinar la morfología y el estado de la muestra. Para obtener los cortes 
ultrafinos (70-90 nm), es necesario tallar una nueva pirámide de menor tamaño en la zona del 
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tejido que se desea estudiar. Los cortes se depositan sobre rejillas de níquel de 200 agujeros 
recubiertas con una fina película de Formvar 15/95E (Sigma) para facilitar la adhesión de los 
mismos. 
 
III.1.4. Inmunolocalización de celulosa, hemicelulosas, calosa, pectinas, AGPs y EXTs 
La inmunolocalización de hemicelulosas, pectinas, proteínas ricas en arabinogalactanos 
(AGPs) y extensinas (EXTs) en la ZA del fruto (Tabla 2) se realizó a partir de secciones ultrafinas 
sobre rejillas de níquel de 200 agujeros mediante microscopía electrónica de transmisión. 
 
Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados en la inmunocitoquímica. 
Anticuerpo Dilución 
Polisacáridos/ 
Proteínas 
Epítopo Referencia 
LM 5 1/5 
Pectinas 
(1→4)-β-D-galactano Jones et al., 1997 
LM 6 1/5 (1→5)-α-L-arabinano Willats et al., 1998 
LM 8 1/5 Xilogalacturonano Willats et al., 2004 
LM 19 1/5 
HG parcialmente metilado/ HG 
con bajo grado de esterificación 
Verhertbruggen et al., 
2009 
LM 20 1/5 HG parcialmente metilado 
Verhertbruggen et al., 
2009 
JIM 7 1/5 HG parcialmente metilado Clausen et al., 2003 
LM 11 1/5 
Hemicelulosas 
(1→4)-β-D-xilano/arabinoxilano McCartney et al., 2005 
LM 15 1/5 Motivo XXXG de xiloglucanos Marcus et al., 2008 
LM 21 1/5 Heteromanano Marcus et al., 2010 
CBM3a 1/5 Celulosa Celulosa cristalina Blake et al., 2006 
JIM 13 1/5 AGP glicano AGP glicano Knox et al., 1991 
JIM 19 1/5 Extensina Extensina Smallwood et al., 1994 
Anti (1→3)-β-
Glucano 
1/5 Calosa (1→3)-β-Glucano Meikle et al., 1991 
 
Reactivos: 
• Solución de bloqueo: BSA (albúmina de suero bovino) al 5% (p/v) en PBS 
(tampón fosfato) 1x 
• Solución de PBS 10x: Na2HPO4 80 mM, KH2PO4 15 mM, NaCl 1,3 mM y KCI 30 
mM, pH 7,4 
• Solución de acetato de uranilo al 5% (p/v). La solución se filtra y se almacena en 
oscuridad a 4ºC 
• Solución de citrato de plomo. Para prepararla, mezclar 10 ml de Pb(NO3)2 28 mM 
y 10 ml de citrato sódico 113 mM, y dejar reposar durante 30 minutos. Añadir 4 
ml de NaOH 1 M y completar con agua ultrapura hasta 25 ml. A partir de esta, 
se realizan alícuotas de citrato de plomo e hidróxido sódico 0, 01 M (v/v, 1:8). 
Procedimiento: 
• Colocar la rejilla sobre una gota de agua ultrapura durante 1 minuto. 
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• Incubar la rejilla en la solución de bloqueo durante 1 hora. 
• Incubar con el anticuerpo primario (dilución 1/5) en solución de bloqueo 
durante 3 horas. 
• Lavar tres veces la rejilla con PBS 1x durante 5 minutos. 
• Incubar con un anticuerpo secundario anti-IgG de rata (Tabla 2) conjugado con 
oro de 15 nm (dilución 1/50) en BSA al 2,5% (p/v) en PBS 1x, durante 3 horas.  
• Lavar dos veces la rejilla con PBS 1x durante 5 minutos. 
• Lavar cinco veces la rejilla con agua mili-Q filtrada durante 5 minutos. 
• Lavar a chorro la rejilla con agua mili-Q filtrada. 
• Dejar secar las rejillas sobre un papel secante en el interior de una placa de Petri. 
 
III.2. Resultados 
III.2.1. Composición de la pared celular durante la abcisión del fruto maduro en olivo 
Para esclarecer que cambios se producen en la ZA durante la abscisión, se determinó la 
composición en azúcares de la ZA del fruto de Picual en dos estadios: pre-abscisión (ZA del fruto 
a 154 DPA, ZA no activada) y abscisión (ZA del fruto a 217 DPA, ZA activada). 
El contenido total de carbohidratos en la pared celular fue mayor en la ZA no activada 
(154 DPA) comparado con el de la ZA activada (217 DPA) del fruto en olivo. Como se muestra en 
la Tabla 3, la composición de la pared celular de la ZA no activada (154 DPA) está dominada por 
los ácidos urónicos que representan el 54,71% (porcentaje molar), la celulosa (definida como 
glucosa) representa el 13,50% de los polisacáridos de la pared celular, con 1,46% de manosa, 
20,03% de arabinosa, 4,89% de galactosa y 5,40% de xilosa, mientras que la pared celular de la 
ZA activada (217 DPA) comprende aproximadamente 49,07% de ácidos urónicos, 13,97% de 
celulosa, 24,66% de arabinosa, 1,19% de manosa, 6,53% de xilosa y 4,54% de galactosa. Así, se 
encontraron diferencias entre las ZAs en la abundancia relativa de azúcares neutros, 
especialmente ácidos urónicos, xilosa y arabinosa.  
Por lo tanto, la pared celular del a ZA es rica en ácidoa urónicos, celulosa, arabinosa, y 
al activarse la ZA, la pared celular experimenta un aumento de casi 1,5 veces en el contenido de 
xilosa y una disminución del 62% de ácidos urónicos, del 32% en galactosa y 30% en manosa. 
Al producirse una mayor disminución en la extración con carbonato sódico, nos indica 
que hubo una degradación adicional de pectina en la pared primaria. 
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Tabla 3. Contenido de azúcares (%) en la zona de abscisión (ZA) a 154 DPA (ZA no activada, pre-abscisión) 
y a 217 DPA (ZA activada, abscisión) del fruto de olivo. 
Muestra 
ZA 
Arabinosa Xilosa Manosa Galactosa Glucosa Ácidos Urónicos 
154 DPA 20,03 5,40 1,46 4,89 13,50 54,71 
217 DPA 24,66 6,53 1,19 4,58 13,97 49,07 
 
Tabla 4. Contenido de azúcares (µg/ mg muestra) en la zona de abscisión (ZA) a 154 DPA (ZA no activada, 
pre-abscisión) y a 217 DPA (ZA activada, abscisión) del fruto de olivo. 
Muestra 
ZA 
Arabinosa Xilosa Manosa Galactosa Glucosa Ácidos Urónicos Total 
154 DPA 314,81 83,47 24,99 86,04 250,38 1.210,85 1.970,55 
217 DPA 291,83 113,08 17,82 58,71 272,81 454,20 1.208,44 
 
III.2.2. Inmunolocalización de celulosa, hemicelulosas, pectinas y calosa en la ZA de olivo 
durante la abscisión del fruto maduro 
Los estudios de localización celular de celulosa, hemicelulosas, pectinas y calosa en la 
ZA se realizaron mediante técnicas de inmunolocalización utilizando microscopía electrónica de 
transmisión (MET) sobre secciones ultrafinas. 
 
III.2.2.1. Inmunolocalización de celulosa y hemicelulosas 
Los análisis de localización de hemicelulosas se llevaron a cabo mediante los anticuerpos 
LM11, LM15 y LM21. 
El anticuerpo LM11 permitió localizar xilanos y arabinoxilanos en la ZA de olivo a 154 y 
a 217 DPA (Figuras 10 y 11; Tabla 5). Estas hemicelulosas están presentes en vacuola, tonoplasto, 
citoplasma y membrana de las células de la ZA; no aparecieron partículas de oro en la pared 
celular (Figuras 10 y 11; Tabla 5). 
La distribución del epítopo LM11 muestra diferencias significativas en la ZA durante la 
abscisión. Así, el número de partículas de oro en citoplasma y membrana es superior en las 
células de la ZA durante la abscisión (Figura 11 C; Tabla 5) respecto a la ZA no activada (Figura 
10 C, D; Tabla 5). Por tanto, la localización de xilanos durante la abscisión se observa 
mayoritariamente en el citoplasma de las células de la ZA. También en vacuola, pero su 
presencia es cuantitativamente menos significativa (Figura 10 D; Tabla 5) disminuyendo además 
durante la abscisión (Figura 11 D; Tabla 5). El número de partículas de oro presentes en 
tonoplasto permanece constante, no mostrando diferencias significativas entre la ZA no 
activada (Figura 10 B, C, D; Tabla 5) y ZA activada (Figura 11 C, D; Tabla 5). 
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Figura 10. Inmunolocalización a MET de xilano/arabinoxilano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo 
LM11. A) Sección de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 
10 µm. B) Detalle de la pared celular recuadrado en A, inferior-derecha, con marcado con oro (flechas) en 
citoplasma (C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A, inferio-izquierda, con marcado con 
oro (flechas) en citoplasma (C) y pared (PC), escala 1 µm. D) Detalle de una célula recuadrado en A, 
superior, con marcado con oro (flechas) en citoplasma (C) y vacuola (V), escala 1 µm. 
 
Tabla 5. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las celulas de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de xilano/arabinoxilano. Los resultados son la media aritmética de todos los 
recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 0,21±0,42 0,13±0,35 
Membrana Plasmática 0,22±0,43 0,53±0,51 
Citoplasma 1,86±0,89 3,07±2,46 
Tonoplasto 0,81±0,40 1,00±0,00 
Vacuola 1,96±1,55 1,00±0,53 
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Figura 11. Inmunolocalización a MET de xilano/arabinoxilano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo 
LM11. A) Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 10 µm. 
B) Detalle de la pared recuadrado en A, superior-derecha, con marcado con oro (flechas) en citoplasma 
(C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A, izquierda, con marcado con oro (flechas), 
abundante en citoplasma (C) y escaso en vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de una célula con marcado 
con oro (flechas) en citoplasma (C) y vacuola (V), escala 1 µm. 
 
La presencia de xiloglucanos en las células de la ZA a 154 y a 217 DPA se determinó 
mediante inmunolocalización con el anticuerpo LM15 (Figuras 12 y 13; Tabla 6). Los xiloglucanos 
se clasifican, según el motivo estructural que presenten, en los tipos XXXG (tres residuos 
consecutivos de xilosa y un residuo terminal de glucosa) o XXGG (dos residuos consecutivos de 
xilosa y otros dos consecutivos de glucosa) (Vincken et al., 1997). Este anticuerpo se une al 
xiloglucano con motivo XXXG (Marcus et al., 2008). 
A nivel subcelular y en el estadio pre-abscisión (154 DPA), este anticuerpo se localiza en 
la pared celular y citoplasma, y en menor medida en la vacuola (Figura 12; Tabla 6). Durante la 
abscisión, el número total de partículas de oro en la pared se reduce drásticamente en las células 
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de la ZA a 217 DPA en comparación a las de la ZA a 154 DPA, y también se observa la fuerte 
disminución del epítopo en vacuola y citoplasma (Figura 13; Tabla 6). De aquí podemos extraer 
que los xiloglucanos disminuyen en pared, citoplasma y vacuola de las células de la ZA durante 
la abscisión.  
 
Figura 12. Inmunolocalización a MET de xiloglucano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM15. A) 
Sección de un corte transversal de ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 10 µm. B) 
Detalle de una célula recuadrado en A, inferior-derecha, con marcado con oro (flechas) en pared celular 
(PC), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A, izquierda, con marcado con oro (flechas) en 
citoplasma (C) y pared (PC), escala 1 µm. D) Detalle de una célula recuadrado en A, superior-derecha, con 
marcado con oro (flechas) en citoplasma (C), vacuola (V) y pared (PC), no existe marcaje en los plastos (P), 
escala 1 µm. 
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Figura 13. Inmunolocalización a MET de xiloglucano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM15. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 10 µm. B) Detalle 
de una célula recuadrado en A con marcado con oro (flechas) en la vacuola (V), escala 1 µm. C) Sección 
de un corte transversal de la ZA del fruto después de la activación de la ZA (abscisión, 217 DPA), escala 10 
µm. D) Detalle de una célula recuadrado en C sin marcado con oro, escala 1 µm. 
 
Tabla 6. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las celulas de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de de xiloglucano. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 1,58±1,46 0,15±0,44 
Membrana Plasmática 0,19±0,40 0,19±0,40 
Citoplasma 1,03±0,87 0,40±0,62 
Tonoplasto 0,16±0,37 0,29±0,59 
Vacuola 0,79±0,68 0,52±0,68 
 
La presencia de heteromananos en la ZA a 154 y a 217 DPA se determinó mediante 
inmunolocalización con el anticuerpo LM21. Las Figuras 14 y 15 muestra la distribución espacial 
de heteromananos en secciones transversales de la ZA antes y durante la abscisión del fruto. 
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Este anticuerpo marca en la pared, la membrana, el citoplasma, el tonoplasto y la vacuola, 
(Figuras 14 y 15; Tabla 7), aunque el marcado en pared, membrana y tonoplasto es bastante 
discreto.  
 
Figura 14. Inmunolocalización a MET de heteromanano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM21. 
A) Sección de un corte transversal de ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 10 µm. B) 
Detalle de una célula recuadrado en A, superior-derecha, con marcado con oro (flechas) en citoplasma (C) 
y vacuola (V), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A, inferior, con marcado con oro 
(flechas) en pared (PC), membrana, citoplasma (C) y vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de un 
plasmodesmo (P) recuadrado en A, superior-izquierda, con marcado con oro (flechas) en membrana y 
citoplasma (C), escala 1 µm. 
 
Durante la abscisión del fruto, en el estadio 217 DPA, las células de la ZA de olivo 
mostraron una disminución o incluso ausencia del marcado con oro localizado en membrana 
respecto al estadio 154 DPA (Figura 14; Tabla 7), y un aumento del marcaje en vacuola y en 
tonoplasto, siendo este último muy discreto. Sin embargo, la presencia de este epítopo en 
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citoplasma parece ser puntual tanto en el estadio pre-abscisión (154 DPA) como en el estadio 
de abscisión (217 DPA). 
 
Figura 15. Inmunolocalización a MET de heteromanano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM21. 
A) Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 10 µm. B) Detalle 
de una célula recuadrado en A con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), escala 1 µm. C) 
Sección de un corte transversal de la ZA del fruto después de la activación de la ZA (abscisión, 217 DPA), 
escala 10 µm. D) Detalle de una célula recuadrado en C con marcado con oro (flechas) en la vacuola (V), 
escala 1 µm. 
 
Tabla 7. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las celulas de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de heteromanano. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 0,28±0,46 0,47±0,61 
Membrana Plasmática 0,83±0,72 0,50±0,56 
Citoplasma 1,32±0,83 1,26±0,71 
Tonoplasto 0,44±0,50 0,68±0,64 
Vacuola 0,90±0,70 1,57±1,54 
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La localización de celulosa se llevó a cabo mediante el uso del anticuerpo CBM3a. El 
anticuerpo permitió localizar celulosa en la ZA de olivo a 154 y a 217 DPA (Figuras 16 y 17; Tabla 
8). La celulosa está presente principalmente en pared, citoplasma y vacuola de las células de la 
ZA; también se pueden encontrar algunas partículas de oro en tonoplasto, pero su cantidad no 
resulta significativa (Figuras 16 y 17; Tabla 8). La distribución de la celulosa muestra diferencias 
significativas en la ZA durante la abscisión. Así, el número de partículas de oro en pared y vacuola 
es superior en las células de la ZA activada durante la abscisión (Figura 17; Tabla 8) respecto a la 
ZA no activada (Figura 16; Tabla 8). Se ha encontrado que, durante la abscisión del fruto, se 
produce un aumento de la expresión de genes que codifican para celulosa sintasa en la ZA 
activada (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). 
 
Figura 16. Inmunolocalización a MET de celulosa en la ZA en olivo mediante el anticuerpo CBM3a. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 5 µm. B) 
Detalle de una célula recuadrado en A (derecha) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), y 
citoplasma(C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A (izquierda) con marcado con oro 
(flechas) en la pared celular (PC), citoplasma(C) y vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo 
con marcado con oro (flechas) en la pared (PC), escala 1 µm. 
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Luego, la localización de celulosa durante la abscisión se observa mayoritariamente en 
vacuola de las células de la ZA. También en pared, pero su presencia es cuantitativamente menos 
significativa (Figura 17; Tabla 8). Podemos concluir que, durante la abscisión, la celulosa 
aumenta en citoplasma y vacuola, pero disminuye en la pared. 
 
 
Figura 17. Inmunolocalización a MET de celulosa en la ZA en olivo mediante el anticuerpo CBM3a. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 5 µm. B) Detalle 
de una célula recuadrado en A con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), y vacuola (V), escala 
1 µm. C) Sección de un corte transversal de la ZA del fruto después de la activación de la ZA (abscisión, 
217 DPA). D) Detalle de un plasmodesmo recuadrado en C con marcado con oro (flechas) en la pared (PC) 
y citoplasma (C), escala 1 µm. 
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Tabla 8. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de celulosa. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 1,96±0,61 1,10±0,49 
Membrana Plasmática 0,44±0,29 0,57±0,38 
Citoplasma 1,59±0,81 1,83±0,85 
Tonoplasto 0,27±0,37 0,41±0,43 
Vacuola 0,45±0,44 0,93±0,61 
 
III.2.2.2. Inmunolocalización de pectinas 
La inmunolocalización de las pectinas en la ZA de olivo se llevó a cabo mediante los 
anticuerpos LM5, LM6, LM8, LM19, LM20 y JIM7 en secciones ultrafinas. 
Los análisis de localización de pectinas neutras se llevaron a cabo mediante los 
anticuerpos LM5 y LM6. El anticuerpo LM5 permitió localizar pectinas neutras que contienen en 
su estructura motivos del tipo [(1→4)-β-D-galactosa]4 (galactanos). Estas pectinas están 
presentes en la pared, la membrana, el citoplasma, el tonoplasto y la vacuola de la ZA del fruto 
(Figuras 18 y 19; Tabla 9).  
Se observó que las partículas de oro se localizan preferentemente en la vacuola y 
citoplasma de las células de la ZA, mientras que las paredes mostraron prácticamente ausencia 
de marcaje (Figura 18; Tabla 9). En la ZA de olivo, se observó una diferencia apreciable en los 
niveles de marcado con oro antes y durante la abscisión del fruto. Así, la membrana, vacuola y 
citoplasma de la ZA activada (217 DPA) presentan un número menor de partículas de oro que 
los de la ZA no activada (154 DPA), al contrario que sucede con el tonoplasto cuyo marcado 
aumenta en la ZA activada (217 DPA) (Figura 19; Tabla 9). En general, la abscisión provoca que 
las pectinas neutras disminuyan en el citoplasma y la vacuola, pero que aumenten en el 
tonoplasto. 
 
Tabla 9. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de galactano. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 1,26±1,20 1,19±1,13 
Membrana Plasmática 2,05±1,34 1,07±1,30 
Citoplasma 13,78±6,53 5,78±4,76 
Tonoplasto 2,22±1,11 3,54±2,53 
Vacuola 12,49±5,03 6,31±5,92 
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Figura 18. Inmunolocalización a MET de galactano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM5. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 5 µm. B) 
Detalle de una célula recuadrado en A (abajo) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), 
citoplasma(C) y vacuola (V), escala 2 µm. C) Detalle de un plasmodesmo (P) recuadrado en A (arriba) con 
marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), citoplasma(C) y vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de 
una célula con marcado con oro (flechas) en citoplasma (C) y vacuola (V), escala 1 µm. 
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Figura 19. Inmunolocalización a MET de galactano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM5. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 5 µm. B) Detalle 
de una célula con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) citoplasma (C), y vacuola (V), escala 
1 µm. C) Detalle de una célula con marcado con oro (flechas) en el citoplasma (C), escala 1 µm. D) Detalle 
de un plasmodesmo recuadrado en A con marcado con oro (flechas) en la pared (PC), el citoplasma (C) y 
la vacuola (V), escala 1 µm. 
 
El anticuerpo LM6 permitió localizar pectinas neutras que contienen residuos de 
arabinosa (arabinanos) en lugar de galactosa en su estructura. Las Figuras 20 y 21 muestra la 
distribución espacial y temporal de este tipo de pectinas ricas en arabinosa en secciones 
transversales de la ZA de olivo antes y durante la abscisión. Los resultados muestran diferencias 
cuantitativas en los niveles de marcado entre los dos estadios. A nivel subcelular, en el estadio 
previo a la abscisión (pre-abscisión, 154 DPA), se detectaron partículas de oro en pared celular, 
membrana, citoplasma, tonoplasto e inclusiones vacuolares de las células de la ZA (Figura 20; 
Tabla 10), mientras que en la ZA activada (217 DPA) disminuye la cantidad de este tipo de 
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pectinas en pared y citoplasma, destacando la ausencia de éstas en vacuola (Figura 21; Tabla 
10).  
 
Figura 20. Inmunolocalización a MET de arabinano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM6. A) 
Sección de un corte transversal de ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 5 µm. B) 
Detalle de una célula recuadrada en A (superior izquierda) con marcado con oro (flechas) en la pared 
celular (PC) citoplasma (C), y vacuola (V), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrada en A (inferior) 
con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) citoplasma (C), y vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle 
de un plasmodesmo recuadrado en A (superior derecha) con marcado con oro (flechas) en el citoplasma 
(C) y la membrana, escala 1 µm. 
 
Tabla 10. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de arabinano.  
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 4,21±1,86 2,48±0,87 
Membrana Plasmática 4,00±1,64 3,91±1,51 
Citoplasma 8,02±3,74 4,77±2,00 
Tonoplasto 1,77±1,15 1,69±0,79 
Vacuola 3,24±1,13 0,48±0,71 
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Figura 21. Inmunolocalización a MET de arabinano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo LM6. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 10 µm. B) Detalle 
de una célula con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) y citoplasma (C), escala 1 µm. C) 
Detalle de una célula recuadrado en A (inferior) con marcado con oro (flechas) en el citoplasma (C) y en 
menor medida en pared (PC), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo recuadrado en A (superior) con 
marcado con oro (flechas) en el citoplasma (C), escala 1 µm. 
 
A continuación, se describen los resultados obtenidos para las pectinas ácidas, 
principalmente el homogalacturonano (HG), que es el epítopo de pectina ácida que reconocen 
los anticuerpos empleados. Los análisis de localización de las pectinas ácidas con alto grado de 
esterificación se realizaron mediante los anticuerpos JIM7 (no se exponen resultados) y LM20 
(Figuras 22 y 23; Tabla 11). 
Los resultados muestran cambios en la distribución y cuantificación de pectinas 
altamente esterificadas en los dos estadios estudiados. En el estadio previo a la abscisión (154 
DPA), las pectinas altamente esterificadas se encuentran localizadas en las paredes celulares de 
la ZA de olivo de manera muy específica (Figura 22; Tabla 11), mientras que en la ZA activada 
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(217 DPA) se observan desaparecen las partículas de oro de citoplasma y vacuola (Figura 23; 
Tabla 11). 
 
Figura 22. Inmunolocalización a MET de homogalacturonano altamente esterificado en la ZA en olivo 
mediante el anticuerpo LM20. A) Sección de un corte transversal de ZA no activada del fruto (pre-
abscisión, 154 DPA), escala 5 µm. B) Detalle de una célula recuadrada en A (derecha) con marcado con 
oro (flechas) en la pared celular (PC) y citoplasma (C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrada en 
A (superior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), citoplasma (C), y vacuola (V), escala 1 
µm. D) Detalle de un plasmodesmo con marcado con oro (flechas) en la pared (PC), el citoplasma (C) y la 
vacuola (V), escala 1 µm. 
 
Asimismo, durante la abscisión, disminuye la cantidad de este tipo de pectinas en las 
paredes de la ZA de olivo a 217 DPA (Figura 23; Tabla 11) respecto a las de la ZA a 154 DPA 
(Figura 22; Tabla 11). El anticuerpo JIM7 reconoce el mismo epítopo que el LM20, por lo que los 
resultados obtenidos con dicho anticuerpo fueron muy similares a los expuestos, siendo esta la 
razón de que no se muestren en este trabajo. En resumen, las pectinas ácidas de alto grado de 
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esterificación aumentan en pared, citoplasma y vacuola de la ZA durante la abscisión, esto 
refleja nueva síntesis y transporte a la pared y a la vacuola. 
 
Figura 23. Inmunolocalización a MET de homogalacturonano altamente esterificado en la ZA en olivo 
mediante el anticuerpo LM20. A) Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 
217 DPA), escala 5 µm. B) Detalle de una célula recuadrada en A (derecha) con marcado con oro (flechas) 
en la pared celular (PC) y citoplasma (C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A (izquierda) 
con marcado con oro (flechas) en la pared (PC), el citoplasma (C) y en la vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle 
de un plasmodesmo con marcado con oro (flechas) en la pared (PC) y en menor medida en el citoplasma 
(C), escala 200 µm. 
 
Tabla 11. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de homogalacturonano altamente esterificado. Los resultados son la media 
aritmética de todos los recuentos 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 3,96±0,97 3,04±0,97 
Membrana Plasmática 0,42±0,50 0,39±0,85 
Citoplasma 1,62±0,98 0,37±0,56 
Tonoplasto 0,28±0,50 0,37±0,56 
Vacuola 1,67±0,65 0,37±0,49 
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Por otro lado, la presencia de pectinas ácidas con bajo grado de esterificación en las 
células de la ZA se determinó mediante el anticuerpo LM19. Este anticuerpo marcó 
prácticamente en exclusividad la pared celular (Figura 24 y Figura 25; Tabla 12). Los resultados 
mostraron una mayor acumulación de este tipo de pectinas en pared celular de las células de la 
ZA activada (Figura 24; Tabla 12) respecto a la ZA no activada (Figura 25; Tabla 12). Al igual que 
las pectinas ácidas de alto grado de esterificación, las pectinas ácidas de bajo grado de 
esterificación aumentan en pared, citoplasma y vacuola de la ZA durante la abscisión.  
 
 
Figura 24. Inmunolocalización a MET de homogalacturonano poco esterificado en la ZA en olivo mediante 
el anticuerpo LM19. A) Sección de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 
DPA), escala 5 µm. B) Detalle de una célula recuadrada en A (derecha) con marcado con oro (flechas) en 
la pared celular (PC) y vacuola (V), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrada en A (izquierda) con 
marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), escala 1 µm. D) Detalle de la pared con marcado con 
oro (flechas) en toda la pared (PC), escala 1 µm. 
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Figura 25. Inmunolocalización a MET de homogalacturonano poco esterificado en la ZA en olivo mediante 
el anticuerpo LM19. A) Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), 
escala 5 µm. B) Detalle de una célula recuadrada en A (derecha) con marcado con oro (flechas) en la pared 
celular (PC), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A (izquierda) con marcado con oro 
(flechas) en la pared (PC) y en la vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de la pared con marcado con oro 
(flechas) en toda la pared (PC) y en menor medida en membrana, escala 1 µm. 
 
Tabla 12. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de homogalacturonano poco esterificado. Los resultados son la media aritmética 
de todos los recuentos 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 10,27±3,06 13,87±6,28 
Membrana Plasmática 0,93±1,10 1,00±0,59 
Citoplasma 0,56±0,81 0,79±0,78 
Tonoplasto 0,31±0,48 0,27±0,46 
Vacuola 0,33±0,78 0,91±0,95 
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La presencia de la pectina ácida xilogalacturonano en la ZA de olivo se determinó 
mediante inmunolocalización con el anticuerpo LM8. Sin embargo, este anticuerpo no dio 
resultados positivos, por lo que no se muestran en este trabajo. 
 
III.2.2.3. Inmunolocalización de calosa 
La calosa fue localizada en las células de la ZA mediante la inmunolocalización con el 
anticuerpo monoclonal anti-(1→3)-β-Glucano (Figuras 26 y 27; Tabla 13). La calosa se localizó 
mayoritariamente en el citoplasma y vacuola de las células de la ZA no activada (Figura 26; Tabla 
13).  
 
Figura 26. Inmunolocalización a MET de 1,3-β-Glucano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo anti-
(1→3)-β-Glucano. A) Sección de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 
DPA), escala 5 µm. B) Detalle de la pared celular recuadrado en A, izquierda, con marcado con oro (flechas) 
en citoplasma (C) y pared (PC), escala 1 µm. C) Detalle de dos células y la pared recuadrado en A, derecha, 
con marcado con oro (flechas) fundamentalmente en núcleo (N) y nucléolo (NO), también existe marcaje 
en citoplasma (C), vacuola (V) y pared (PC), escala 1 µm. D) Detalle de plasmodesmos (P) y una célula 
marcados con oro (flechas) en citoplasma (C) y los propios plasmodesmos (P), escala 1 µm. 
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Tras la activación de la ZA, el contenido aumentó en la pared y la vacuola, y disminuyó 
en la membrana plasmática en las células de la ZA activada (Figura 27; Tabla 13). Podemos 
concluir que, durante la abscisión, en las células de la ZA la calosa se deposita en la pared, pero 
también se acumula en el interior celular, concretamente en la vacuola. 
 
 
Figura 27. Inmunolocalización a MET de 1,3-β-Glucano en la ZA en olivo mediante el anticuerpo anti-
(1→3)-β-Glucano. A) Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), 
escala 10 µm. B) Detalle de la pared entre dos células recuadrado en A (derecha) con marcado con oro 
(flechas) en citoplasma (C), vacuola (V) y pared (PC), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrada en 
A (izquierda) con marcado con oro (flechas) en núcleo (N) y nucléolo (NO), inclusiones vacuolares (V) y 
pared (PC), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo (P) y la pared celular entre dos células, marcados 
con oro (flechas) en citoplasma (C) y plasmodesmo (P), escala 1 µm. 
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Tabla 13. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de 1,3-β-Glucano. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 0,95±0,89 2,19±1,62 
Membrana Plasmática 0,58±0,50 0,38±0,55 
Citoplasma 2,84±1,50 2,92±1,72 
Tonoplasto 0,57±0,75 0,45±0,51 
Vacuola 1,05±0,23 3,27±2,50 
 
III.2.3. Inmunolocalización de las proteinas AGPs y EXTs en la ZA de olivo durante el 
proceso de abscisión del fruto maduro 
III.2.3.1. Inmunolocalización de AGPs 
La localización de AGPs se llevó a cabo mediante el anticuerpo JIM13. Este anticuerpo 
reconoce motivos β-D-GlcpA-(1,3)-α-D-GalpA-(1,2)-L-Rha en las AGPs, siendo Glc, residuos de 
glucosa; Gal, residuos de galactosa; Rha, residuos de ramnosa. Estas moléculas se localizaron 
principalmente en membrana plasmática y citoplasma de las células de la ZA, resultando poco 
frecuente el marcaje en pared celular, tonoplasto y vacuola, antes y durante la abscisión del 
fruto (Figuras 28 y 29; Tabla 14). La distribución del epítopo JIM13 mostró diferencias 
significativas entre ambos estadios de la ZA. Así, el número de partículas de oro en pared, 
membrana, citoplasma y vacuola fue superior en las células de la ZA no activada (Figura 28; Tabla 
14) respecto a las de la ZA activada (Figura 29; Tabla 14). Asi pues, el proceso de abscisión 
disminuyó las AGPs en pared, membrana, citoplasma y vacuola de las células de la ZA del fruto 
en olivo. 
 
Tabla 14. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de AGPs. Los resultados son la media aritmética de todos los recuentos. 
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 3,73±1,96 2,83±1,76 
Membrana Plasmática 3,74±1,02 3,23±1,00 
Citoplasma 9,50±3,11 6,59±4,39 
Tonoplasto 2,40±0,96 2,17±1,18 
Vacuola 3,75±1,88 2,30±1,15 
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Figura 28. Inmunolocalización a MET de AGPs en la ZA en olivo mediante el anticuerpo JIM13. A) Sección 
de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 5 µm. B) Detalle de 
una célula recuadrada en A (superior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), 
fundamentalmente en la lámina media y citoplasma (C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrada 
en A (inferior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), citoplasma y vacuola (V), escala 1 
µm. D) Detalle de un plasmodesmo (P) con marcado con oro (flechas) en citoplasma (C), escala 1 µm. 
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Figura 29. Inmunolocalización a MET de AGPs en la ZA en olivo mediante el anticuerpo JIM13. A) Sección 
de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 5 µm. B) Detalle de una 
célula recuadrada en A (superior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) y citoplasma (C), 
escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A (inferior) con marcado con oro (flechas) en la pared 
(PC) y en el citoplasma (C), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo (P) con marcado con oro (flechas) 
en el citoplasma (C), escala 1 µm. 
 
III.2.3.2. Inmunolocalización de EXTs 
La presencia de EXTs en células de la ZA se determinó mediante la inmunolocalización 
con el anticuerpo JIM19 (Figuras 30 y 31; Tabla 15).  
Estas moléculas se localizaron en pared celular, membrana, citoplasma, tonoplasto y 
vacuola de las células de la ZA no activada (Figura 30; Tabla 15). Por contra, no se detectó la 
presencia de este tipo de proteínas en las células de la ZA activada (Figura 31; Tabla 15).  
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Figura 30. Inmunolocalización a MET de extensinas en la ZA en olivo mediante el anticuerpo JIM19. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA no activada del fruto (pre-abscisión, 154 DPA), escala 10 µm. B) 
Detalle de una célula con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) y citoplasma (C), escala 1 µm. 
C) Detalle de una célula recuadrada en A (superior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC), 
citoplasma y vacuola (V), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo (P) recuadrado en A (inferior) con 
marcado con oro (flechas) en citoplasma (C) y en menor medida en pared (PC), escala 1 µm. 
Capítulo 1 
 
92 
 
Figura 31. Inmunolocalización a MET de extensinas en la ZA en olivo mediante el anticuerpo JIM19. A) 
Sección de un corte transversal de la ZA activada del fruto (abscisión, 217 DPA), escala 10 µm. B) Detalle 
de una célula recuadrada en A (superior) con marcado con oro (flechas) en la pared celular (PC) y 
citoplasma (C), escala 1 µm. C) Detalle de una célula recuadrado en A (inferior) con marcado con oro 
(flechas) en la pared (PC) y en el citoplasma (C), escala 1 µm. D) Detalle de un plasmodesmo (P) con 
marcado con oro (flechas) en el citoplasma (C), escala 1 µm. 
 
Tabla 15. Número de nanopatículas de oro, localizadas en una sección de 1µm x 1µm, en las distintas 
estructuras de las células de la ZA, comparando los estadíos pre-abscisión (154 DPA) y abscisión (217 DPA) 
en la inmunolocalización de extensinas.  
Estructura celular Pre-Abscisión Abscisión 
Pared Celular 4,15±2,44 0,23±0,43 
Membrana Plasmática 3,77±1,45 0,00±0,00 
Citoplasma 11,46±3,63 0,20±0,44 
Tonoplasto 2,56±1,01 0,00±0,00 
Vacuola 5,91±2,60 0,00±0,00 
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III.3. Discusión 
La abscisión ocurre en zonas predeterminadas llamadas zonas de abscisión (ZA), que 
consisten en algunas capas de pequeñas células que responden de diferentes maneras tanto a 
las células vecinas como a las señales hormonales o ambientales (Roberts et al., 2002; Liljegren 
2012; Estornell et al., 2013; Niederhuth et al., 2013; Xie et al., 2013; Tranbarger et al., 2017). La 
presencia de la ZA es un rasgo agronómico importante en muchas especies. En el olivo, donde 
la abscisión del fruto es un problema agronómico importante, existen variedades que difieren 
en la tasa de abscisión del fruto maduro. Como en muchas especies de árboles frutales, algunas 
variedades de olivo (por ejemplo, “Picual”) presentan una masiva abscisión natural del fruto 
cuando éste completa su maduración. En Picual, la ZA del fruto maduro en olivo está compuesta 
por 10-12 capas celulares organizadas en la parte proximal (pedicelo) y la parte distal (pericarpo 
del fruto) de la ZA (Gil-Amado, 2012). Resultados previos indicaron que el proceso de abscisión 
del fruto maduro en la variedad “Picual” se caracteriza por una disminución de la fuerza de 
retención del fruto (FRF) en la última etapa de maduración del fruto a 217 DPA (Gomez-Jimemez 
et al., 2010; Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2012). Los análisis estructurales realizados mediante 
microscopía electrónica de la ZA del fruto en olivo han permitido detectar un aumento del 
tamaño del retículo endoplasmático durante la abscisión, lo que sugiere un posible aumento de 
la actividad biosintética de las enzimas encargadas de la degradación de la pared celular 
inducidas durante la abscisión, que son transportadas por vesículas primero hacia los 
endosomas y posteriormente, a la membrana plasmática o directamente hacia la membrana 
plasmática, donde vierten su contenido y desencadenan los procesos de lisis y remodelación de 
la pared celular necesarios para que se lleve a cabo el proceso de abscisión (Gil-Amado, 2012). 
En determinados momentos del desarrollo de la planta, la red de polisacáridos que 
constituye la pared celular es desmantelada con gran precisión y de manera localizada. Esto 
ocurre durante el desarrollo de espacios intercelulares, durante la dispersión del polen y las 
semillas, durante la emergencia de raíces primarias y secundarias, durante la maduración de los 
frutos y durante la dehiscencia de la vaina del fruto o la abscisión de órganos (Roberts et al., 
2002; Estornell et al., 2013; Niederhuth et al., 2013; Tranbarger et al., 2017). Cada uno de estos 
procesos de separación celular tiene unas características únicas inherentes, aunque es de 
esperar que conserven ciertas características, especialmente aquellas relacionadas con los tipos 
de enzimas de remodelación de la pared celular que intervienen (Lewis et al., 2006; Estornell et 
al., 2013; Tranbarger et al., 2017). La separación celular implica la disolución de la lámina media 
que mantiene unidas las células y/o la degradación de la pared celular. En el caso de la abscisión 
de órganos, multitud de proteínas que actúan sobre las pectinas, la celulosa y las hemicelulosas 
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se acumulan en las paredes celulares de la ZA modulando la estructura de la pared primaria y 
reduciendo la adhesión entre las células contiguas con el fin de permitir el desprendimiento del 
órgano (Lashbrook, 2009; Corbacho y cols., 2013; Estornell et al., 2013; Gil-Amado y Gomez-
Jimenez, 2013; Tranbarger y cols., 2017). 
El proceso de abscisión culmina, como ha sido mencionado anteriormente, con la 
separación del órgano en cuestión del cuerpo de la planta, lo que implica la rotura de la adhesión 
célula-célula. Se ha comprobado en diferentes modelos de abscisión, que la separación celular 
comienza a nivel de la lámina media, a lo que le sigue la despolimerización de la pared celular 
primaria (en ZAs florales de tomate y tabaco por Valdovinos y Jensen, 1968). Las pectinas son 
un grupo de polisacáridos complejos, muy hidratados, ricos en ácido D-galacturónico, definidos 
clásicamente como materiales que se extraen de la pared celular con quelantes de Ca+2, agua 
caliente o ácido diluido (Cosgrove, 2005). Son muy importantes en la determinación de la 
porosidad y grosor de la pared. Además, las pectinas unen las células vecinas en una capa 
adhesiva llamada lámina media. Se les atribuyen diferentes funciones, como proporcionar una 
superficie cargada que modula el pH y el balance iónico de la pared, y regular la adhesión célula-
célula en la lámina media. En este estudio, se ha llevado a cabo el análisis mediante 
inmunolocalización de azúcares estructurales de las paredes de las células de la ZA durante el 
proceso de abscisión del fruto maduro. 
Hasta la fecha, aun son escasos los estudios realizados sobre pectinas en la ZA de otras 
especies (Lee et al., 2008; Roongsattham y cols., 2016; Merelo y cols., 2017). Las pectinas 
constituyen la familia más compleja y heterogénea de polisacáridos de la pared celular (Moller 
et al., 2008) e incluyen pectinas ácidas, como homogalacturonano (HG), que puede ser metil-
esterificado y acetil-esterificado, ramnogalacturonano I (RG-I), ramnogalacturonano II (RG-II) y 
xilogalacturonano (Carpita y McCann, 2000). Los HGs están formados por monómeros de ácido 
D-galacturónico (GalUA) unidos por un enlace α-(1→4) (Micheli, 2001). Los RG-I intercalan 
monómeros de (1→4)-α-D-GalUA y L-ramnosa unidos por un enlace α-(1→2) y, además, 
presentan cadenas laterales que pueden estar formadas desde monómeros hasta largos 
oligosacáridos de (1→4)-β-D-galactosa, (1→5)-α-L-arabinano o arabinogalactano de tipo I 
(Caffall y Mohnen, 2009). La inmunolocalización de los polisacáridos pécticos (1→4)-β-D-
galactosa, (1→5)-α-L-arabinano, y HG parcialmente metil-esterificado con alto y bajo grado de 
esterificación reconocidos por los anticuerpos LM5, LM6, JIM7 y LM19, respectivamente, reveló 
alteraciones en su patrón de distribución en la ZA durante el proceso de abscisión. Por 
consiguiente, parece ser que las modificaciones en las paredes celulares de la ZA durante la 
abscisión se producen a nivel de polisacáridos. Es decir, varía la organización de los polisacáridos 
y, como consecuencia, la estructura de las paredes celulares. Estas alteraciones serían 
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suficientes para reducir la adhesión entre las células de la ZA y permitir la separación efectiva 
del fruto. 
En la ZA de olivo hemos encontrado cuatro de los cinco tipos de pectinas estudiadas: 
pectinas neutras ricas en residuos de galactosa, pectinas neutras con un elevado contenido en 
arabinosa y pectinas ácidas con alto y bajo grado de esterificación. Los análisis de 
inmunolocalización realizados en este trabajo muestran un incremento de pectinas de bajo 
grado de esterificación y una disminución tanto de pectinas neutras ricas en galactosa y 
arabinosa como de pectinas ácidas esterificadas durante la abscisión. La reducción de las 
pectinas neutras encontrada en la ZA de olivo coincide con la descrita para la especie Euphorbia 
pulcherrima durante la abscisión floral (Lee et al., 2008). Nuestros datos sugieren que las 
pectinas de bajo grado de esterificación podrían desempeñar funciones relevantes en la ZA 
durante la separación celular. Por lo tanto, el patrón de localización de las pectinas ácidas en la 
ZA de olivo es diferente dependiendo del grado de esterificación de éstas. Las pectinas 
altamente esterificadas están presentes en la ZA no activada, apreciándose un descenso durante 
la abscisión del fruto. En cambio, las pectinas con un grado bajo de esterificación aumentan 
durante la abscisión del fruto. Este patrón de localización también ha sido observado en la ZA 
de Euphorbia Pulcherrima durante la abscisión floral (Lee et al., 2008). En este trabajo, los datos 
sugieren que, en la ZA de olivo durante la abscisión del fruto, la desesterificación de las pectinas 
se estimula. Esta inducción de la desesterificación podría tener lugar gracias a la enzima pectina 
metilesterasa. Parece que esta enzima actúa relajando los enlaces entre cadenas de HGs de las 
pectinas al reducir el grado de metilación de este polisacárido en zonas donde los niveles de Ca+2 
son muy bajos y por tanto, los ácidos carboxílicos generados no se bloquearían con Ca+2 y no se 
formarían las regiones de empalme de HGs, aumentando la solubilización de la pectina y 
permitiendo el acceso de pectinasas como las poligalacturonasas. Asimismo, se ha postulado 
que las enzimas de desesterificación son inducidas en las ZAs durante la abscisión (Gil-Amado y 
Gomez-Jimenez, 2013; Corbacho et al., 2013). Por el contrario, las pectinas con alto grado de 
metil-esterificación parecen cumplir una función de firmeza estructural, donde un cambio en la 
matriz de pectinas produce cambios en las propiedades estructurales de las paredes (McCann y 
Roberts, 1994). Por otro lado, las distintas clases de pectinas encontradas en la ZA presentan 
diferentes patrones de distribución. Los epítopos reconocidos por los anticuerpos LM5 y LM6 se 
localizaban en citoplasma y vacuola, mientras que los epítopos reconocidos por JIM7 y LM19 se 
localizaban, fundamentalmente, en la pared celular. Por tanto, de las imágenes obtenidas de la 
ZA de olivo se deduce que las paredes celulares primarias durante la abscisión eran 
especialmente ricas en los HGs con bajo grado de esterificación procedentes de la disolución de 
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la pared, mientras que en el citoplasma y la vacuola eran predominantes las pectinas neutras 
ricas en galactosa y arabinosa. 
Takizawa et al., 2014 encontraron un aumento de xiloglucano durante la maduración 
del fruto en tomate, con una disminución de las actividades de las enzimas β-xilosidasa y α-
arabinofuranosidasa durante la maduración mientras que los genes de la biosíntesis de 
xiloglucano continuaban activos. Estos resultados sugieron que los cambios en la distribución de 
hemicelulosas de pared, deben ser necesarios para la regulación del ablandamiento del fruto 
(Takizawa et al., 2014). En el presente trabajo, se mostró un incremento del xiloglucano en la ZA 
durante la abscisión del fruto maduro en olivo. Estos datos concuerdan con los encontrados 
durante la abscisión floral en tomate (Tsuchiya et al., 2015) donde se estableció una relación 
entre el incremento del xiloglucano y el proceso de abscisión floral en tomate. 
Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de abscisión requiere de la 
disolución de la pared celular, observándose los primeros signos de esta degradación en la 
lámina media, por ello muchos estudios se han centrado en la búsqueda de las enzimas que 
provocan la disolución de la pared. Existen evidencias de la implicación de las proteínas ricas en 
arabinogalactano (AGPs) en procesos de abscisión (Seifert y Roberts, 2007), sin embargo, se sabe 
muy poco sobre su modo de acción. Las AGPs son glicoproteínas formadas por un eje central 
proteico O-glicosilado con una o más cadenas laterales de arabinogalactano que se unen a 
hidroxi-prolinas del eje proteico. El núcleo proteico supone aproximadamente el 10% del peso 
de las AGPs y es rico en hidroxiprolina/prolina, alanina, serina y treonina. Presenta un dominio 
C-terminal hidrofóbico, que es una señal para la adición de un anclaje glicosilfosfatidilinositol 
(GPI) (Gaspar et al., 2001), por el que se unen a la membrana plasmática. El núcleo proteico está 
glicosilado con arabinogalactano de tipo II, formados por cadenas de galactanos sustituidas con 
residuos terminales de arabinosa. La gran complejidad de las AGPs les viene dada por la gran 
variabilidad en las cadenas laterales, que están modificadas con diferentes proporciones de 
residuos de ácido D-glucurónico, L-Fucosa, L-Ramnosa, D-Xilosa y otros azúcares. Pueden 
localizarse en la membrana plasmática, unidas a la pared celular o solubles en los espacios de la 
pared celular. Esta localización permite que modificaciones en su estructura tan compleja 
puedan servir para determinar la identidad celular o como señal para las células vecinas 
(Majewska-Sawka y Nothnagel, 2000). Se ha detectado una elevada producción de AGPs en la 
ZA de mutantes de Arabidopsis que sobre-expresan el gen IDA (Stenvik et al., 2006). Se 
detectaron AGPs en la ZA al final del proceso natural de abscisión y además estos AGPs se 
acumulaban en la ZA de las líneas 35S: IDA, mientras que no se detectaban en mutantes que 
tenían alterada la expresión de dicho gen y, por tanto, tenían bloqueada la abscisión (mutantes 
IDA). Estos resultados, junto con la correlación entre los niveles de expresión del gen AGP24 de 
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Arabidopsis, la expresión de IDA y los niveles de AGPs, implican a las AGPs en el proceso de 
abscisión de órganos florales en Arabidopsis. Sin embargo, hasta la fecha son escasos los 
estudios realizados sobre AGPs en la ZA de otras especies (Stenvik et al., 2006). En nuestro 
estudio, hemos podido demostrar que en el proceso de abscisión del fruto maduro se produce 
una alteración en la distribución y cantidad de AGPs producidas por las células de la ZA de olivo. 
La membrana plasmática de las células de la ZA activada de olivo presenta un menor contenido 
de AGPs. Estos resultados sugieren que la menor presencia de AGPs en la membrana plasmática 
podría ser debida a un mayor recambio de las mismas durante la abscisión del fruto. Por otro 
lado, la presencia de AGPs en el tonoplasto puede ser debida al transporte de vesículas 
endocíticas y cuerpos multivesiculares de la membrana plasmática al tonoplasto. El marcaje 
siempre se observó ligado a las membranas. Esto estaría de acuerdo con la ruta propuesta para 
el tránsito de las AGPs ligadas a membrana. Así, el grupo de anclaje GPI sería añadido en el 
retículo endoplasmático para continuar su tránsito en las vesículas de la zona cis y finalmente 
ser modificadas en el Golgi y ser transferidas a la red del trans Golgi (Schultz et al., 1998). Una 
diferencia importante entre las células de la ZA no activada y activada de olivo fue que estas 
últimas presentaron una menor densidad de marcaje en el citoplasma. Esto sería debido 
posiblemente a la mayor velocidad de excreción de AGPs en las células de la ZA activada, que 
haría disminuir más rápidamente la densidad de AGPs en el citoplasma. 
De manera similar a las AGPs, la distribución celular de las extensinas (EXTs) ha sido muy 
poco estudiada durante el proceso de abscisión. Sin embargo, se considera que ambos tipos de 
proteínas estructurales desempeñan un papel crucial en la regulación del desarrollo vegetal 
(Velásquez et al., 2011; Wolf et al., 2012). Las EXTs son definidas como glicoproteínas 
estructurales básicas y extracelulares ricas en hidroxiprolina, alternando en la molécula motivos 
hidrofóbicos e hidrofílicos, que llevan frecuentemente residuos de tirosina, identificados como 
sitios potenciales para que se produzca el cross-linking. Así, su naturaleza química va a definir 
principalmente su función biológica. Como principal función biológica se piensa que participan 
en el ensamblaje de la pared celular. Mutantes de Arabidopsis en el gen de la extensina AtEXT3 
muestran importantes alteraciones en el ensamblaje de la pared celular primaria, llegando a ser 
letal en caso de la pérdida total de dicho gen (Cannon et al., 2008). La carga positiva de las EXTs 
permite que éstas puedan interaccionar con las pectinas, modificando las propiedades de la 
pared celular al aumentar el nivel de compactación de la misma. La excreción de EXTs al medio 
de cultivo puede estar relacionada con el hecho de que en las plantas se ha visto que tanto EXTs 
como pectinas abundan en la lámina media que separa a las células vegetales (Qi et al., 1995; 
Swords y Staehelin, 1993). También se ha sugerido que las EXTs presentes en el apoplasto 
puedan participar en la defensa celular, ya que al ser excretadas al medio extracelular podrían 
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servir como aglutinantes contra el ataque por patógenos (Wolf et al., 2012). A nivel subcelular, 
contrario a lo que era de esperar, las paredes celulares mostraron un bajísimo marcaje durante 
la abscisión. Una posible explicación es que el epítopo de la EXT esté enmascarado por la unión 
a otros componentes de la pared celular, como las pectinas (Swords y Staehelin, 1993). Estos 
resultados hacen pensar que principalmente las EXTs son excretadas al apoplasto. 
En conclusión, los resultados obtenidos muestran la distribución espacial y temporal de 
polisacáridos en secciones transversales de la ZA del fruto. Los análisis de inmunolocalización 
realizados en este trabajo muestran: 1) una acumulación de hemicelulosas ricas en xilano junto 
a una disminución de hemicelulosas ricas en xiloglucano y manano durante la abscisión, 2) un 
predominio de pectinas de bajo grado de esterificación y un descenso tanto de pectinas neutras 
ricas en galactosa y arabinosa como de pectinas ácidas altamente esterificadas durante la 
abscisión, 3) una reducción de AGPs y EXTs durante la abscisión. Estos datos sugieren que las 
hemicelulosas ricas en xilano y las pectinas de bajo grado de esterificación podrían desempeñar 
funciones relevantes en la ZA durante la separación celular. 
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IV.1. Materiales y Métodos 
IV.1.1. Material vegetal  
El trabajo presentado se ha llevado a cabo en árboles de 20 años de olivo (Olea 
europaea L. cv. Picual), cultivados en el término municipal de Olivenza (Badajoz).  Las flores 
Picual se marcaron en el día de la antesis, y las muestras del pericarpo (mesocarpo y epicarpo) 
y la muestras de la ZA de fruto se recogieron a partir de frutos a 217 días post-antesis, DPA), en 
el momento que tiene lugar la abscisión natural del fruto maduro en esta variedad (Figuras 32 y 
33). 
 
Figura 32. Tejidos de olivo (Olea europaea L. Picual) a 217 DPA utilizados en la secuenciación: pericarpo 
(epicarpo y mesocarpo) de fruto maduro y ZA. DPA: días post-antesis. 
 
Las ZAs de los frutos maduros en olivo fueron recogidas cortando 1 mm del plano de 
fractura proximal de la ZA. Para ello, los pedicelos se separaron de forma manual de los frutos. 
El tejido de la ZA, que contiene células del plano de fractura proximal de la ZA, se diseccionó del 
pedicelo con ayuda de una cuchilla en secciones de 1 mm3 (Parra-Lobato y Gomez-Jimenez, 
2011). Se constituyeron lotes de 150-300 frutos por distribución aleatoria de 10 árboles 
diferentes (30 frutos/rama). Después de la separación de las ZAs de los frutos, éstas son 
congeladas inmediatamente en nitrógeno líquido, y posteriormente son almacenadas a -80ºC 
hasta su uso. Las muestras de 300 frutos se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y 
se almacenan a -80 ° C para el aislamiento de ARN. 
 
IV.1.2. Extracción de ARN total  
El ARN total fue extraído a partir de los tejidos del fruto maduro usando Trizol 
(Invitrogen Life Technologies). La calidad del ARN se verificó en gel de agarosa y se cuantificó 
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por espectrofotometría (NanoDrop, http://www.thermofisher.com/ThermoScientific). El ARNm 
se aisló dos veces con DynabeadsOligo (dT) 25 (Dynal Biotech ASA, Dynal Invitrogen, 
http://www.invitrogen.com) para minimizar la contaminación por ARNr. Se utilizó un 
microgramo de ARNm por muestra como molde para la síntesis de la primera cadena de ADNc 
usando tecnología SMART (Clontech Laboratories Inc., http://www.clontech.com/) para 
favorecer la síntesis de la longitud completa. La síntesis de ADNc de doble cadena se realizó 
mediante 13 ciclos de PCR larga distancia. El ADN complementario se purificó en columnas 
QIAquick (Qiagen, http://www.qiagen.com/) para eliminar el oligo-dT y las enzimas. La calidad 
del ADNc se verificó con un Agilent 2100 Bioanalyzer (Nimblegen, http://www.nimblegen.com/). 
 
IV.1.3. Preparación de las genotecas de cDNA para la pirosecuenciación o secuenciación 
454 
Se utilizaron tres repeticiones biológicas independientes de cada estadio para el análisis 
de secuenciación 454. Se nebulizaron tres microgramos de cada muestra de ADNc para producir 
fragmentos de un tamaño medio entre 400 y 800 pb. La preparación de las bibliotecas de 
fragmentos de ADNc y las condiciones de emulsión de la PCR se realizó como se describe en el 
manual de Roche GS FLX. La pirosecuenciación se realizó en un Roche Genome Sequencer FLX 
(454LifeScience-Roche Diagnostics, http://www.454.com/) en Lifesequencing S.L. (Valencia, 
España). 
 
IV.1.4. Montaje y anotación de las lecturas de pirosecuenciación o secuenciación 454 
La calidad de las lecturas se evaluó mediante secuencias de comandos en lenguaje PERL 
desarrollados en Lifesequencing para recortar y validar secuencias de alta calidad. Las 
secuencias de los adaptadores utilizados para la preparación de las bibliotecas se introdujeron 
en una base de datos del programa de recorte de adaptadores en PERL. Se generaron nuevos 
archivos SFF (Standard flowgram format) mediante sfftools (454 Life Science /Roche), 
manteniendo el mayor punto de ajuste de partida y el punto de ajuste más pequeño final. Las 
lecturas ajustadas se reunieron con la versión 2.3 de NEWBLER (454 Life Science/Roche) con los 
parámetros por defecto. Siguiendo los parámetros de calidad, al realizar el montaje, algunas 
lecturas se eliminaron debido a la baja calidad para ser utilizadas. Las lecturas de alta calidad se 
utilizaron para buscar coincidencias entre ellas dando como resultado los diferentes ‘contigs’, y 
posteriormente, las lecturas restantes de los contigs se mapearon para determinar el tamaño 
de cobertura exacto de cada contig. Una vez tuvimos los contigs, el ensamblador utiliza los 
contigs con el fin de buscar marcos de lectura abierta (ORF), estos contigs se pueden traducir en 
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cualquiera de los seis cuadros que el programa les asigna como ‘isotigs’, los ‘isotigs’ que 
comparten homología en la parte de traducción de la proteína se agrupan en isogrupos como 
isoformas o formas de empalme alternativo. Para la anotación de los genes se reunieron todos 
los isotigs y se compararon mediente BLAST en la base de datos de todas las especies de plantas 
del NCBI.  
Para eliminar los huecos entre los contigs no solapantes y los contigs solapantes con 
diferentes partes de una transcripción, las secuencias montadas se mapearon sobre la base de 
secuencias de proteínas conocidas. El conjunto completo de secuencias de UniProt, incluyendo 
Swiss-Prot y TrEMBL, se utilizaron como una columna vertebral de mapeo, y los isotigs reunidos 
fueron asignados a las secuencias de UniProt utilizando BLASTX con el umbral de significación 
e<10-20, y se registró la mejor puntuación para cada consulta de isotig (Meyer et al., 2009). Las 
proteínas con mejores resultados de Swiss-Prot y TrEMBL se trataron como unidades de 
transcripción. Se evaluaron sus niveles de expresión por el número de lecturas obtenida en el 
mapeo de la secuenciación de una transcripción. La tabla de expresión resultante consistía en 
una lista con los isotig resultantes del mapeo de las entradas de UniProt frente a las muestras. 
 
IV.1.5. Selección de las proteínas de referencia  
En el proceso de anotación funcional es muy importante el conjunto de secuencias de 
referencia, ya que las anotaciones finales dependerán en gran parte de la riqueza y exactitud de 
las anotaciones de las secuencias de referencia. Por otro lado, la función se infiere basándose 
en la similitud de secuencia existente entre la secuencia a anotar y la secuencia de referencia 
que posee las anotaciones funcionales. Si la similitud entre las secuencias no es suficientemente 
amplia la inferencia de función puede ser bastante inexacta y llevar a errores en las anotaciones 
funcionales. En cualquier caso, la similitud de secuencia nunca garantiza que la función inferida 
sea siempre cierta ya que el contexto en el que actúa una proteína determina en gran medida 
su función. 
Hemos elegido como secuencias de referencia todas las proteínas disponibles en 
Uniprot de los organismos de interés incluyendo Arabidopsis thaliana y Ricinus comunnis por 
tener proteínas generalmente muy bien anotadas: Olea europea, Solanum lycopersicum, 
Fragaria spp, Vitis spp, Pyrus spp, Citrus limón, Citrus sinensis y Prunus spp. También 
seleccionamos todas las secuencias disponibles en Uniprot que perteneciendo al grupo de las 
eucotiledóneas presentaban anotaciones funcionales relacionadas con la abscisión como los 
términos: ‘carbohydrate metabolic process’, ‘secondary metabolic process’, ‘cell wall’, ‘cell wall 
organization’, ‘ethylene’, ‘auxin’, ‘nitric oxide’, ‘polyamines’, ‘abscisic acid’, ‘cytokinins’, 
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‘gibberellins’, ‘brassinosteroids’, ‘salicylic acid’ y ‘plant peptide hormones’. Con estos criterios 
seleccionamos un total de 125428 ‘entries’ de Uniprot que corresponden a 125431 proteínas. 
 
IV.1.6. Búsqueda de similitudes para inferir función 
Los transcritos ensamblados fueron anotados y agrupados por similitud con UniRef90 
proteínas. Se utilizó BLASTX y las proteínas representativas de cada grupo UniRef90 se utilizaron 
como base de datos. El nombre de los unigenes se desprende del nombre de las proteínas 
representativas que anotaron cada unigen.  
En esta primera fase de anotación de los isotigs consideramos que una E, en el 
experimento de Blast, de 10-20 permite asignar una probable función con bastante seguridad. Es 
importante señalar que cuanto menor sea el valor de la E con mayor seguridad se podrá inferir 
la función en el isotig anotado. 
 
IV.1.7. Análisis de términos de GO 
Las anotaciones GO fueron obtenidos de Uniprot e inferidos a partir de las anotaciones 
de lado el ‘anotador’ proteínas. Se ha llevado a cabo un análisis de términos de GO de cada una 
de las 3 ontologías: proceso biológico, función molecular y componente celular (Rhee et al., 
2008; Ashburner et al., 2000; 2010). En cada uno de estos 3 aspectos se han realizado en todos 
los conjuntos 2 tipos de análisis: estudio de frecuencias y estudios tipo GOSlim. 
Dentro de cada conjunto de genes/proteínas se analizan las frecuencias de todos los 
términos de GO que aparecen en cualquier anotación de cualquier gen del conjunto. Para cada 
término de GO se ha realizado la determinación de la frecuencia del número de genes/proteínas 
que han sido anotados con ese término. En cada uno de los conjuntos analizados se muestra el 
número de veces que aparece cada uno de los términos de GO detectados.  
• Proceso biológico: Se recogen los datos de anotación de la ontología Biological Process 
en las proteínas del conjunto analizado y se presentan todos los términos de esta 
ontología que anotan cada una de las proteínas de la muestra. Cada proteína puede 
tener varias anotaciones de GO de distintos niveles de generalidad (niveles de 
profundidad en el DAG (Directed Acyclic Graph) de GO). 
• Frecuencia de procesos biológicos: Se analizan los datos de las frecuencias de cada 
término de la ontología Biological Process detectado en la muestra. 
• Función molecular: Se recogen los datos de anotación de la ontología Molecular 
Function en las proteínas del conjunto analizado y se muestran todos los términos de 
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esta ontología que anotan cada una de las proteínas de la muestra. El formato es el 
mismo descrito para Biological process. 
• Frecuencia de función molecular: Se analizan los datos de las frecuencias de cada 
término de la ontología Molecular Function detectado en la muestra. 
• Componente celular: Se muestran los datos de anotación de la ontología Cellular 
Component en las proteínas del conjunto analizado y se observan todos los términos de 
esta ontología que anotan cada una de las proteínas de la muestra. El formato es el 
mismo descrito para Biological process. 
• Frecuencia de componente celular: Se presentan los datos de las frecuencias de cada 
término de la ontología Cellular Component detectado en la muestra. 
 
IV.1.8. Proceso de cuantificación de la expresión 
Para evitar la valoración de isotigs correspondientes a la misma proteína como isotigs 
de proteínas diferentes se realizó una tarea de clusterización de isotigs. En casos de análisis de 
transcriptomas para los que no existe un genoma de referencia al que mapear los isotigs, como 
es el caso de este proyecto, es muy frecuente que isotigs correspondientes a la misma proteína 
encuentren su mejor BLAST-hit con proteínas diferentes muy similares entre sí. Esto diluye los 
resultados, ya que, dados 2 transcritos del mismo gen que codifiquen 2 regiones de la misma 
proteína, en una muestra pueden anotarse como proteína X y en otra muestra pueden anotarse 
como proteína Y. Para evitar esto trabajamos con los conjuntos de proteínas de Uniref90. De 
forma simplificada podríamos decir que cada conjunto de proteínas de Uniref90 agrupa 
proteínas que tienen entre sí una similitud del 90% o más. Es muy difícil que 2 isotigs tengan su 
mejor BLAST hit frente al mismo representante de cluster de Uniref90 y no sean transcritos de 
la misma proteína. Sin embargo, sin genoma de referencia lo suficientemente cercano es muy 
fácil que 2 isotigs correspondientes a un mismo gen tengan su mejor BLAST hit con proteínas 
distintas. Utilizando como conjunto de proteínas de referencia los representantes de cluster de 
Uniref90 conseguimos una distancia uniforme entre las proteínas en base a las que se van a 
anotar los transcritos (isotigs). Esta aproximación nos permite comparar las 2 muestras con 
respecto a verdaderos elementos funcionales.  
Los valores absolutos de cuantificación de la expresión se obtuvieron analizando el 
número de reads secuenciadas que alinean a un mismo representante de cluster de proteínas 
de Uniref90. Este cálculo no es directo y ha precisado analizar varios de los archivos de datos 
que proporciona el software del 454. Hay que analizar los contigs que componen cada isotig y 
sumar el número de reads que mapea a cada contig. Los datos sobre los contigs que forman 
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cada isotig están en un archivo y los datos sobre las reads de cada contig están en otro. Además 
hay que tener en cuenta que, como los isotigs, en cierto modo, representan isoformas y un 
mismo contig puede estar en varios isotigs, a la hora de cuantificar la expresión de un gen no 
podemos contar un mismo contig (equivalente a un exon) varias veces. Esto también se tuvo en 
cuenta a la hora de contar el número de reads correspondientes a cada gen/proteína. 
 
IV.1.9. Valoración estadística de la expresión diferencial 
El estudio de la expresión diferencial en datos de RNA-Seq precisa un tratamiento 
estadístico específico que difiere en varios puntos del que se daba a los datos de arrays. La 
mayoría de las aproximaciones estadísticas para analizar expresión diferencial están orientadas 
aún a datos de arrays y no se adecúan al análisis de datos de NGS (Next Generation Sequencing). 
Hemos elegido un modelo estadístico adecuado al análisis de expresión diferencial en datos de 
RNA-Seq en el que se trata de forma muy especial los siguientes puntos: 
• Normalización: los valores absolutos del número de reads correspondientes a cada 
gen/proteína se normalizaron al número de reads por kilobase de exon (al no tener 
genoma de referencia usamos la longitud de la proteína x 3) y por millón de reads 
mapeadas de cada muestra. Esta normalización nos permite comparar expresión entre 
genes de una misma muestra y entre genes de muestras distintas (Mortazavi et al., 
2008). Las muestras tienen un número similar pero no igual de reads. Al trabajar con 
valores de expresión normalizados a la hora de valorar la expresión diferencial la 
comparación entre cada pareja de genes es totalmente correcta. 
• Aproximación estadística adecuada para genes con valores de expresión 0: hemos 
elegido una aproximación reconocida que valora adecuadamente el hecho frecuente en 
RNA-Seq de que, en una de las muestras, un gen tenga como valor absoluto de expresión 
0.  
El método usado para el análisis de la expresión diferencial fue edgeR (Robinson et al., 
2010). edgeR es un paquete de bioconductor para análisis de expresión diferencial de los datos 
digitales de la expresión de genes capaces de dar cuenta de la variabilidad biológica (Garber et 
al., 2011, Vijay et al., 2012). DEseq y edgeR son dos métodos equivalentes para analizar la 
expresión diferencial en RNA-Seq (Robinson et al., 2010; Garber et al., 2011; Vijay et al., 2012). 
edgeR cuenta con datos sobre un modelo de Poisson, y utiliza un procedimiento empírico de 
Bayes para moderar el grado de sobre-dispersión a través de los genes. Suponemos que los 
datos se pueden resumir en una tabla de recuento, con las filas correspondientes a los 
genes/proteínas y columnas a las muestras. Modela los datos como binomial negativa (NB) 
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distribuido, YGI ~ NB (Mipgj, Fg) para el gen G y muestra i. Aquí Mi es el tamaño de la biblioteca 
(número total de lecturas), FG es la dispersión, y la PGJ es la abundancia relativa de los genes g 
en j grupo experimental al que pertenece la muestra i. La distribución de Poisson para NB reduce 
cuando Fg = 0.  
Los valores normalizados a la longitud del gen y al tamaño de la muestra permiten de 
forma intuitiva comparar la expresión dentro de una misma muestra entre un gen y otro y entre 
ambas muestras. El P-value se ha obtenido aplicando una estadística adecuada para datos 
obtenidos con RNA-seq. Se consideró que un isotig se expresa diferencialmente cuando muestra 
una diferencia significativa en la abundancia de lecturas de P<0.01.  
• UniprotID: se trata del identificador de Uniprot (www.uniprot.org) de la proteína 
detectada. 
• Expression level (abs): El valor absoluto de expresión en la muestra indicada. Depende 
del número de reads secuenciadas en la muestra que podrían codificar una proteína 
significativamente similar a esa proteína de Uniprot. 
• Expression level (norm) RPKM: El valor de expresión en la muestra indicada normalizado 
a la longitud del gen y al tamaño de la muestra. 
• logConc: El logaritmo de la expresión media del gen en ambas muestras. 
• logFC: El logaritmo del fold change entre ambas muestras. Si el valor es menor que 0 
significa que el gen se expresa en mayor medida en la primera muestra de la 
comparación y si el valor es mayor que 0 significa que la expresión es mayor en la 
segunda muestra. 
• P-value: Valor de significación estadística de la expresión diferencial. Aquellos genes 
que presentan p-value menor que 1 x 10-2 se consideran diferencialmente expresados. 
• Protein names: Nombre de la proteína. 
• Gene names: Nombre del gen correspondiente a esa proteína. 
• Organism: Organismo al que pertenece esa proteína. 
• Gene Ontology ID: IDs de GO que anotan esa proteína. 
• Gene Ontology: Términos de GO a los que corresponden esos IDs de GO. Nos permiten 
predecir las funcionalidades de las proteínas detectadas en el transcriptoma. 
• Keywords: Palabras clave de UniProt que anotan esa proteína. 
• InterPro: Identificadores de motifs de InterPro que existen en esa proteína de UniProt. 
Para obtener más información sobre cada motif de InterPro introduzca cada ID en la 
página: http://www.ebi.ac.uk/interpro/. 
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• EC numbers: Números EC (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) que indican 
la actividad enzimática de esa proteína de UniProt. 
• Domains: Dominios anotados para esa proteína de UniProt. 
• Protein family: Familia de proteínas a la que pertenece esa proteína de UniProt. 
• PubMed ID: identificadores de PubMed relacionados con esa proteína. Para acceder a 
las referencias correspondientes a los identificadores de PubMed únicamente hay que 
poner el ID correspondiente (en negrita) en la url: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20157482. 
• Length: la longitud de la proteína en la que se basa la anotación. 
 
IV.1.10. qRT-PCR 
El ARN total (2 mg) fue RT-Superscript III (Invitrogen), según las instrucciones del 
fabricante. El ADNc purificado (2 ng) se utilizó para qRT-PCR. Los ensayos de qRT-PCR se llevaron 
a cabo con los cebadores específicos de genes. Las secuencias de los cebadores fueron 
5'CATGTCAGAGCAAAGAGAGGGCAA-3' y 5'-ACTCGCTGCTGATAGTTTCAT-3' para bHLH (UniProt 
ID: D7T931); 5'ATGGCATTGCAGAGTGATCAATCA-3' y 5'-TTGAAGAGGTGGTTGATCTTG-3' para 
AG1 (UniProt ID: Q40168); 5'-AATGAGGGAATCTGCCATACT-3' y 5'-CTCTCTAGCCACGTGGCCAGA-
3' (Antisentido) de ZF (UniProt ID: B9H0X4); 5'AATGGCGTTAAGGAGGTCCACTAC-3' y 5'-
AGGTAAAGGGAAGTTAGTTTTAGC-3' para ERF3 (UniProt ID: Q9LW49); 5'-
ATGGGAAGGTCTCCTTGTTGTTCA-3' y 5'-CTTGATCTCATTGTCGGTTCGACC-3' para MYBPA1 
(UniProt ID: A4F4L3); 5'-TATTTACGCCCAGACGTTCGTCGA-3' y 5'-
TCTCTCAACCAATCGTGGCATCCA-3' para MYB108 (UniProt ID: C3W4Q3); 5'-
CTTGATGATTGGGTGTTGTGCCGA-3' y 5'-TTGATCATTGTACTGCATTTGAGA-3' de NAC (UniProt ID: 
Q6RH27); 5'-GTATTTACGCCCAGACGTTCGTCGA-3' y 5'-TCTCTCAACCAATCGTGGCATCCA-3' para 
el factor de transcripción MYB At3g06490 (UniProt ID: Q6R095). El ADNc se amplificó utilizando 
el kit SYBRGreen-PCR Master (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) que contiene una 
polimerasa AmpliTaq Gold en un iCycler (BioRad Munich, Alemania), siguiendo el protocolo 
proporcionado por el proveedor. Las muestras fueron sometidas a ciclos térmicos condiciones 
de activación de la ADN polimerasa a 94°C, 45 s a 55°C, 45 s a 72°C, y 45 s a 80°C; se llevó a cabo 
un paso de elongación final de 7 min a 72°C. La curva de fusión fue diseñada para aumentar 
0,5°C cada 10 s hasta 62°C. El amplicón se analizó por electroforesis y fue secuenciado una vez 
para la confirmación de identidad. La eficiencia de qRT-PCR se estimó a través una curva de 
dilución de calibración y cálculo de la pendiente. Los niveles de expresión se determinaron como 
el número de ciclos necesarios para que la amplificación llegue a un umbral fijado en la fase 
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exponencial de la PCR. Los datos se normalizaron para la cantidad de genes de ubiquitina de O. 
europea (Parra-Lobato y Gomez-Jimenez, 2011; Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2012). Fueron 
usados duplicados de tres réplicas biológicas en dos experimentos independientes. 
IV.2. Resultados y Discusión 
IV.2.1. Secuenciación 454 de los transcriptomas de olivo 
En este trabajo nos planteamos la identificación de genes estrechamente ligados a la 
abscisión del fruto maduro en olivo y sobre todo, conocer el diferente control transcripcional de 
estos genes entre los procesos de abscisión y maduración del fruto. Para ello, se ha abordado 
un análisis transcriptómico de la ZA activada y de un tejido adyacente (pericarpo) del fruto 
maduro de la variedad de olivo ‘Picual’ a 217 DPA, momento en el que tiene lugar la abscisión 
natural del fruto maduro en esta variedad. La comparación entre ambos tejidos, la ZA y el 
pericarpo, del fruto maduro nos ha permitido restringir el conjunto de genes relacionados con 
el proceso de abscisión del fruto en olivo y además, ello nos ha permitido aportar conocimiento 
científico sobre el control transcripcional de estos genes.  
Después de la preparación de las bibliotecas de ADNc y su pirosecuenciación (Roche/454 
GS-FLX Titanium), un total de 397457 secuencias de alta calidad se obtuvieron para las dos 
muestras de estudio (Tabla 16; Figura 33). Se obtuvieron un total de 199075 de secuencias de 
alta calidad en el pericarpo del fruto a 217 DPA y 198382 de secuencias de alta calidad en la ZA 
del fruto a 217 DPA.  
 
Tabla 16. Resultados de la pirosecuenciación o secuenciación 454 en olivo. 
Datos Pericarpo a 217 DPA ZA a 217 DPA 
Lecturas  216418 207078 
Nucleótidos  76644620 78507372 
Lecturas procesadas 199075 198382 
Nucleótidos procesados 72866923 75914989 
Número total de contigs 7681 11381 
Tamaño promedio de contig 889 921 
Número total de isotigs 7003 10045 
Número total de isotigs anotados 6533 9138 
UniProt 4219 5920 
UniProt anotadas con GO 3055 4378 
UniProt anotadas con EC number 615 827 
 
Estas secuencias fueron ensambladas en 19062 contigs y la mayoría de los contigs 
constaba de menos de 10 lecturas (Figura 33). Estos contigs se agruparon en 17048 isotigs (7003 
para el pericarpo del fruto a 217 DPA, y 10045 para la ZA del fruto a 217 DPA, respectivamente).  
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En la Tabla 16, se muestran los resultados de la secuenciación 454 y se indica la 
proporción de isotigs anotados o unigenes que presentan anotaciones funcionales de GO o que 
se encuentran anotados con un número EC para clasificar enzimas. El hecho de que algunos 
isotigs queden sin anotación puede deberse a varias causas entre las que se encuentran:  
• Su escasa longitud que no les permita alcanzar el umbral de similitud exigido. 
• No existen secuencias similares como para inferir función en el conjunto de 
secuencias de referencia. 
• No todos los isotigs tienen por qué existir. El concepto de isotigs incluye su calidad 
de ‘putative’ ya que los isotigs se generan combinando los ‘exones’ de cada modelo 
de gen (isogrup). Aunque la generación de un isotig con una combinación de exones 
concreta se apoya en características de los alineamientos de las reads que lo 
componen, la existencia de un isotig no es totalmente segura. Subyace la estrategia 
de que más vale predecir isotigs que no existan que perder isoformas en el análisis 
de transcriptomas. De todas formas la generación de isotigs no existentes es más 
probable en los isotigs que están formados por un elevado número de contigs 
(exones) ya que en esos casos existen muchas formas posibles de combinarlos.  
• Podrían ser secuencias de ARNs ribosómicos o de transferencia o secuencias no 
codificantes entre las que se encuentran non coding ARNs como por ejemplo ARNs 
small o algún tipo de untranslated regions. La detección de este tipo de secuencias 
queda fuera de este trabajo. 
• Podría ser que esos isotigs no existan ya que no existe una tecnología NGS ni un 
programa de ensamblaje que pueda descartar totalmente la aparición de secuencias 
ensambladas que en realidad no existen como transcritos. Estos isotigs se pueden 
deber tanto a artefactos quiméricos generados en las manipulaciones de las 
muestras en los pasos previos a la secuenciación como a fallos de los sistemas de 
ensamblaje. 
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Figura 33. Resumen de los parámetros utilizados para la secuenciación y ensamblaje en el estudio de los 
transcritos de olivo: pericarpo del fruto maduro (barras azules) y ZA del fruto maduro (barras verdes) a 
217 DPA. (A) Distribución en función de la longitud de lectura. Un total de 443811 lecturas de secuencias 
de buena calidad se obtuvieron de las 2 muestras. (B) Distribución en función de la longitud del contig. Un 
total de 19062 contigs se ensamblaron a partir de 199075 lecturas redundantes obtenidas después de la 
agrupación y el montaje. La longitud media de contig fue alrededor de 500 bases. (C) Distribución en 
función del total de lecturas de contig de datos de la 454 secuenciación del pericarpo y la ZA del fruto en 
olivo. (D) Distribución en función de la longitud del isotig. 
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Mediante la realización de un análisis BLAST de las secuencias ensambladas se 
encontraron más de 10000 identificadores UniProt (Tabla 16). Alrededor del 40% de los isotigs 
no se asignan a un identificador UniProt, y por lo tanto representan una fuente para el 
descubrimiento de nuevos genes. En la Figura 33 se presenta la distribución de la longitud de las 
lecturas por contig y distribución de la longitud de los isotigs en cada una de las muestras 
estudiadas. Aunque algunas de las lecturas fueron muy cortas (<100), más del 80 % tenían entre 
300 y 500 pb de longitud. La longitud media de los contigs fue de alrededor de 500 bases y la 
mayoría de los contigs tenían menos de 10 lecturas (Figura 33).  
 
IV.2.2. Comparación de los transcriptomas entre el percarpo y la ZA del fruto maduro 
Para investigar las diferencias entre los procesos de maduración y abscisión, los 
transcritos fueron agrupados por su expresión diferencial en las dos muestras de estudio. El 
método utilizado para el análisis de la expresión diferencial fue edgeR (ver la sección de Material 
y Métodos). En la comparación realizada (ZA frente pericarpo a 217 DPA) los valores absolutos 
de cuantificación de la expresión se han obtenido analizando el número de reads que se han 
secuenciado para cada transcrito (isotig). Los valores normalizados a la longitud del gen y al 
tamaño de la muestra permiten de forma intuitiva comparar la expresión dentro de una misma 
muestra entre un gen y otro y entre ambas muestras. El P-value se ha obtenido aplicando una 
estadística adecuada para datos obtenidos con RNA-seq. 
El criterio para determinar que una proteína se encuentra expresada diferencialmente 
es: P-value <0.01. El criterio para considerar a un gen reprimido en ZA a 217 DPA es: logFC (Log 
Fold Change) <0 y P<0.01. El criterio de sobreexpresión en ZA a 217 DPA es: logFC (Log Fold 
Change) >0 y P<0.01. 
La cantidad de lecturas asociadas con cada uno de los 15671 isotigs anotados o unigenes 
condujo a la identificación de 4391 genes o transcritos expresados diferencialmente en las 
muestras (P<0.01), que se denominaron como Grupo I, mientras que los restantes genes (43%) 
con representación no diferencial o baja abundancia de lectura se denominaron como Grupo II 
(Figura 34A). Entre los 4391 genes expresados diferencialmente (P<0.01) en las muestras, 1482 
genes fueron inducidos en el pericarpo del fruto a 217 DPA (genes reprimidos en la ZA), y 2909 
fueron inducidos en la ZA a 217 DPA (genes reprimidos en el pericarpo) en nuestro experimento 
(Figura 34A, Tabla 17). 
La comparación de los genes expresados diferencialmente indicó que 1265 genes fueron 
comunes en ambos tejidos, mientras que 936 genes se expresaron exclusivamente en el 
pericarpo del fruto y 2190 genes se expresaron exclusivamente en la ZA del fruto (Figura 34B). 
Por consiguiente, este trabajo nos ha permitido identificar un gran número de genes expresados 
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exclusivamente en el pericarpo del fruto y en la ZA en olivo, implicando su participación en 
procesos fisiológicos exclusivos en estos tejidos. 
 
Figura 34. Distribución de los genes expresados diferencialmente entre pericarpo del fruto maduro y su 
ZA a 217 DPA en olivo. (A) El número y porcentaje de genes sobreexpresados por tejido: pericarpo (fruto) 
y ZA a 217 DPA. (B) La superposición de genes diferencialmente expresados en el pericarpo y la ZA del 
fruto maduro. Esta figura muestra el número de las transcriptos que son específicos para cada tejido. 
 
El análisis de agrupamiento jerárquico de los genes del Grupo I permitió la identificación 
de dos clusters, denominados A y B. El cluster A contiene los 1482 transcritos más abundantes 
en el pericarpo del fruto maduro a 217 DPA, mientras el cluster B incluye los 2909 transcritos 
más abundantes en la ZA del fruto maduro a 217 DPA (Anexo 1).  
Estos dos clusters se dividieron posteriormente en dos subclusters, (A1, A2) y (B1, B2), 
respectivamente (Figura 35). El subcluster A1 contiene 555 transcritos que fueron más 
abundantes en el pericarpo del fruto maduro con bajos niveles de expresión en la de ZA de fruto 
a 217 DPA, mientras que cluster A2 incluye los 936 transcritos que se expresan exclusivamente 
en el pericarpo con expresión cero en la ZA a 217 DPA. Cluster B1 incluye los 710 transcritos más 
abundantes en la ZA con bajos niveles de expresión el pericarpo, mientras que cluster B2 
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contiene los 2190 transcritos que se expresan exclusivamente en la ZA con expresión cero a en 
el pericarpo del fruto a 217 DPA (Figura 35).  
 
 
Figura 35. Gráfica de dispersion del –log10 valor p (eje y) frente al logFC ‘Log Fold Change’ (eje x) 
correspondientes a los genes agrupados por su expresión diferencial en el cluster A1 (genes inducidos en 
el pericarpo a 217 DPA), A2 (genes inducidos en el pericarpo a 217 DPA con expresión cero en la ZA a 217 
DPA), B1 (genes inducidos en la ZA a 217 DPA con alguna expresión en el pericarpo) y B2 (genes inducidos 
en la ZA a 217 DPA con expresión cero en el pericarpo).  
 
Entre los transcritos más abundantes en el pericarpo del fruto maduro en olivo (Tabla 
17), la mayor expresión diferencial se encontró para un transcrito que participa en la 
maduración por ácido abscísico (ABA) y un transcrito que codifica a una β-glucosidasa que 
participa en el proceso metabólico de hidratos de carbono, lo que sugiere que tales procesos de 
maduración como las alteraciones de la pared celular ocurren en las últimas etapas de la 
maduración del fruto. Además, se encontró una expresión significativamente mayor en fruto 
maduro frente a la ZA de ACO1 (1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico oxidasa 1) y de ETR1 
(receptor de etileno) que participan en la biosíntesis y la percepción de etileno, 
respectivamente, lo que sugiere que ACO1 y ETR1 podrían equilibrar las necesidades de 
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biosíntesis de etileno con los requerimientos de señalización de etileno para la maduración del 
fruto.  
Tabla 17. Los 50 genes más abundantes del Cluster A (A1 y A2) y Cluster B (B1 y B2). Las secuencias fueron 
seleccionadas después de establecer P<0.01, indicándose el recuento total de lecturas para cada gen 
después de la normalización (RPKM x 1000) a través de las 2 muestras. 
Unigen ID UniProt 
ID 
Fruto ZA p-valor Descripción 
Grupo A Genes inducidos en el pericarpo del fruto maduro 
Grupo A1 Genes sobrexpresados en el fruto 
OL006944 Q2TUW1 20742,30 1196,08 0,00E + 00 Abscisic stress ripening-like protein = Glicina 
max 
OL007219 Q8GVD0 5033,88 214,76 0,00E + 00 Beta-glucosidasa, Bglc = Olea europaea 
subsp. europaea 
OL001156 B9H1F2 5022,65 95,79 0,00E + 00 Proteína no caracterizada = Populus 
trichocarpa 
OL006467 E0CU96 2920,45 169,91 0,00E + 00 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL001418 B9R8J3 8902,90 1040,58 0,00E + 00 Fosfoproteína ECPP44 = Ricinus communis 
OL007236 Q8H159 4247,26 1430,34 0,00E + 00 Poliubiquitina 10 [Partido en: Ubiquitina], 
UBQ10, At4g05320 
OL003644 C6KMJ4 4794,95 1423,76 0,00E + 00 ACC oxidasa, ACO1 = Boea hygrometrica 
OL006886 Q0WLP3 5085,83 870,26 0,00E + 00 Proteína no caracterizada = Arabidopsis 
thaliana 
OL006727 P29512 1812,59 180,74 0,00E + 00 Tubulina beta-2/beta-3 cadena, TUBB2 TUB2, 
At5g62690; 
TUBB3 TUB3, At5g62700 
OL006856 Q06R56 1174,95 18,56 0,00E + 00  Acetil-CoA carboxilasa beta subunidad accD, 
FEC0159 = Forsythia europaea 
OL006553 O04111 1437,34 5,97 0,00E + 00 Chalcona sintasa, CHS, Perilla frutescens 
OL002387 B9S382 949,24 22,02 0,00E + 00 Tubulina beta cadena = Ricinus communis 
OL000027 A2IBF9 1329,71 22,64 0,00E + 00 Flavanona-3-hydroxylasa = Gossypium 
hirsutum 
OL002907 B9SLE5 3731,27 15,50 0,00E + 00 Peptidasa = Ricinus communis 
OL000014 A1E4D3 610,81 13,51 0,00E + 00 Receptor de etileno, ETR1 = Coffea 
canephora 
OL003708 D5LY28 609,68 3,53 0,00E + 00 Invertasa de acidos solubles 1, SAI1 = 
Orobanche ramosa 
OL001944 B9RP00 1995,12 42,28 9,70E-301 Proteína no caracterizada = Ricinus 
communis 
OL007516 Q9LLB7 4587,02 1203,54 5,39E-270 Proteína similar a Taumatina = Vitis vinifera 
OL001075 B7U8J4 1418,63 52,49 1,22E-244 Expansina, CDK3 = Diospyros kaki 
OL005738 D7U0E8 538,58 14,77 2,73E-233 Proteína sin caracteriza = Vitis vinifera 
OL007398 Q9AXU0 1854,70 19,23 5,46E-226 Proteína mayor similar a latex = Prunus 
persica 
OL000584 A5BN70 585,33 8,71 2,72E-204 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL006621 O49877 1057,22 162,37 2,53E-201 CYP1 (Cisteina proteasa TDI-65) 
OL004008 D7SNI5 615,01 5,64 2,08E-200 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL007235 Q8H145 432,58 14,77 5,11E-200 Factor putativo de elongación (Fragmento), 
At1g56075 
Grupo A2 Genes expresados exclusivamente en el fruto 
OL003887 D7SKG3 9684,90 0,00 0,00E + 00 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004525 D7T2N4 5878,45 0,00 0,00E + 00 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintasa = Vitis 
vinifera 
OL000028 A2ICC9 2823,47 0,00 0,00E + 00 Antocianidina sintasa, ANS = Vitis vinifera 
OL006333 E0CQN9 1291,93 0,00 0,00E + 00 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
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Unigen ID UniProt 
ID 
Fruto ZA p-valor Descripción 
Grupo A Genes inducidos en el pericarpo del fruto maduro 
Grupo A2 Genes expresados exclusivamente en el fruto 
OL002413 B9S4E4 2111,11 0,00 0,00E + 
00 
Alfa-expansina 8 = Ricinus communis 
OL004078 D7SQ46 928,57 0,00 0,00E + 
00 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL002282 B9S053 1262,49 0,00 0,00E + 
00 
ATP sintasa alfa subunidad mitocondrial = Ricinus 
communis 
OL003892 D7SKJ8 1091,87 0,00 0,00E + 
00 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004267 D7SVD2 1810,56 0,00 5,65E-
279 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL006945 Q2UYU6 619,52 0,00 3,12E-
265 
Flavonoid-3′-hidroxilasa = Vitis vinifera 
OL003801 D7SI22 693,27 0,00 7,63E-
263 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL005180 D7TJ49 903,07 0,00 2,23E-
255 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL007481 Q9FXL4 642,40 0,00 8,53E-
252 
Inductor inducible beta-1,3-glucanasa, 
NtEIG-E76 = Nicotiana tabacum 
OL004529 D7T2X5 1244,84 0,00 2,22E-
235 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004452 D7T0N0 444,07 0,00 1,16E-
219 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL001743 B9RI89 699,45 0,00 1,76E-
215 
Proteína serina-treonina kinasa = Ricinus communis 
OL007506 Q9LIC2 398,86 0,00 3,50E-
215 
Proteína similar a multispanning de membrana, 
At3g13772 
OL005327 D7TN33 2085,55 0,00 7,29E-
198 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004599 D7T4I1 790,51 0,00 5,34E-
191 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL007004 Q40168 880,38 0,00 1,21E-
182 
Proteína homeótica floral AGAMOUS, TAG1 = 
Solanum lycopersicum 
OL001261 B9I6M7 505,91 0,00 2,94E-
181 
Proteína no caracterizada = Populus trichocarpa 
OL007205 Q84V57 368,45 0,00 1,16E-
180 
Pectinesterasa = Nicotiana benthamiana 
OL006690 P14721 454,41 0,00 4,27E-
171 
Dihidroflavonol-4-reductasa, DFRA = Antirrhinum 
majus 
OL006603 O24329 532,05 0,00 2,50E-
163 
Proteína no caracterizada putativa = Ricinus 
communis 
OL007050 Q45QI7 831,88 0,00 3,09E-
161 
Chalcona-flavonona isomerasa, CHI = Camellia 
sinensis 
Grupo B Genes inducidos en ZA del fruto maduro 
Grupo B1 Genes sobreexpresados en ZA 
OL007063 Q53U35 466,67 39974,19 0,00E + 
00 
Similar a proteína relacionada con la patogénesis 
(PR), 
STH-2 = Solanum lycopersicum 
OL004910 D7TBW7 92,31 12814,10 0,00E + 
00 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL000784 A5C4X8 19,48 1499,53 0,00E + 
00 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL005534 D7TTS3 9,40 677,78 7,69E-
234 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
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Unigen ID UniProt 
ID 
Fruto ZA p-valor Descripción 
Grupo B Genes inducidos en ZA del fruto maduro 
Grupo B1 Genes sobreexpresados en ZA 
OL001130 B9GQM0 24,67 528,28 1,89E-222 Glicosiltransferasa, GT8 familia CAZy = Populus 
trichocarpa 
OL001048 B3Y023 6,44 337,01 1,24E-210 Arginina decarboxilasa, PpADC, Prunus persica 
OL001934 B9RNU7 144,97 1060,02 1,01E-205 Proteína fosfatasa 2c = Ricinus communis 
OL007508 Q9LJU7 141,11 842,87 6,39E-178 Fosfatasa de ácido púrpura 18, PAP18 PAP30, 
At3g20500 
OL000621 A5BSF5 14,55 385,83 8,80E-161 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004617 D7T4X3 86,61 712,16 3,01E-154 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL000020 A1X877 6,01 209,08 1,26E-152 NRC1 = Solanum lycopersicum 
OL002350 B9S255 11.95 656.04 2.81E-144 Proteína no caracterizada = Ricinus communis 
OL002844 B9SJN1 4.75 235.99 1.57E-143 Factor de transcripción hy5 = Ricinus communis 
OL000814 A5C762 3.65 376.25 2.47E-126 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL003935 D7SLN3 4.44 211.35 3.03E-122 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL003232 B9SWQ3 15.25 265.80 2.37E-119 Proteína Serina/treonina kinasa = Ricinus 
communis 
OL000971 A9PCV7 6.58 498.02 7,68E-114 Proteína no caracterizada = Populus trichocarpa 
OL004147 D7SS09 8,28 365,56 8,33E-113 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL003339 B9T0K9 6,41 353,47 1,06E-112 Inhibidor del activador de plasminogeno 1 
proteína de unión a ARN, 
putativa = Ricinus communis 
OL007507 Q9LJI5 50,33 494,78 6,20E-107 Subunidad de protón ATPasa tipo-V d1, VHA-D1, 
At3g28710 
OL000585 A5BN72 2,24 113,57 6,46E-103 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL001014 B1PK08 114,23 616,10 3,23E-100 Poligalacturonasa putativa = Olea europaea 
OL007154 Q6RYA0 51,28 584,61 1,32E-98 Proteínade unión a ácido salicílico 2 = Nicotiana 
tabacum 
OL003709 D5M8I6 22,52 216,21 3,46E-98 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL000614 A5BR22 108,46 1156,08 1,18E-92 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
Grupo B2 Genes expresados exclusivamente en la ZA 
OL007111 Q68V46 0,00 1349,85 0,00E + 00 Beta-1,3-glucanasa, glu-4 = Olea europaea 
OL001027 B2M153 0,00 517,74 4,51E-277 Laccasa putativa = Rosa cultivar híbrido 
OL002714 B9SF95 0,00 614,34 7,75E-267 Transportador de nitrato = Ricinus communis 
OL006675 O98664 0,00 576,60 5,46E-253 Ribulosa bisfosfato carboxylasa cadena larga, 
rbcL = Kigelia africana 
OL007711 Q9XEL8 0,00 396,80 8,65E-224 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzyma A reductasa 
2, HMGR2 = Capsicum annuum 
OL000602 A5BPW9 0,00 602,46 2,97E-213 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL001338 B9NAX4 0,00 3264,55 3,51E-192 Proteína no caracterizada = Populus trichocarpa 
OL000148 A5AN11 0,00 396,34 1,06E-168 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL004086 D7SQA7 0,00 273,23 1,06E-168 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL003142 B9STR3 0,00 277,60 5.43E-166 Proteína endosomal P24A = Ricinus communis 
OL002860 B9SK95 0,00 489,81 8,68E-165 12-oxofitodienoato reductasa opr = Ricinus 
communis 
OL005126 D7THY5 0,00 222,22 1,74E-164 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL007151 Q6RH27 0,00 570,32 1,42E-160 Proteína con dominio NAC, SlNAC1 = Solanum 
lycopersicum 
OL004686 D7T6Y2 0,00 305,72 6,41E-145 Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL007397 Q9AXR6 0,00 248,90 1,31E-141 ATP:citrato liasa = Capsicum annuum 
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Unigen ID UniProt 
ID 
Fruto ZA p-valor Descripción 
Grupo B Genes inducidos en ZA del fruto maduro 
Grupo B2 Genes expresados exclusivamente en la ZA 
OL000367 A5B7F7 0,00 319,83 2,10E-
140 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL002951 B9SML0 0,00 214,99 6,88E-
136 
Liasa = Ricinus communis 
OL007180 Q7XE16 0,00 176,98 8,81E-
134 
Proteína de ciclo de división celular 48 = Oryza sativa 
subsp. japonica 
OL005047 D7TFE6 0,00 357,56 1,76E-
133 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL000444 A5BDC8 0,00 382,41 5,77E-
129 
Proteína no caracterizada = Vitis vinifera 
OL002899 B9SL31 0,00 245,52 2,31E-
128 
Factor de transcripción = Ricinus communis 
OL003084 B9SRT5 0,00 96,17 1,89E-
124 
ATPasa de transporte de fosfolípidos = Ricinus communis 
OL007255 Q8LAH7 0,00 341,40 4,96E-
119 
12-oxofitodienoato reductasa 1, AtOPR1, At1g76680 
OL001800 B9RJM7 0,00 394,51 1,27E-
116 
Proteína no caracterizada = Ricinus communis 
OL002929 B9SM03 0,00 296,74 2,54E-
116 
Proteína no caracterizada = Ricinus communis 
 
Otro transcrito que codifica a una proteína similar a taumatina, la cual es regulada 
durante el desarrollo particularmente durante la maduración del fruto e inducida también en 
respuesta a estrés biótico o abiótico (Yu et al., 2012) mostró un patrón de expresión enriquecido 
en el pericarpo del fruto maduro (Tabla 17). Asimismo, las tubulinas de cadena β mostraron un 
patrón de expresión enriquecido en el pericarpo del fruto, significando que la activación del 
transporte vesicular que implica estas tubulinas puede participar en el pericarpo durante la 
maduración del fruto. Por otra parte, genes que codifican a una antocianidina sintasa, una 6,7-
dimetil-8-ribitilumacina sintasa y una α-expansina (EXP8) fueron los más abundantes entre los 
genes que mostraron expresión exclusivamente en el pericarpo del fruto en comparación con la 
ZA (Tabla 17). 
En trabajos previos en algunos cultivos [por ejemplo, uva (Castellarin y Di Gaspero, 
2007), manzana (Espley et al., 2007), litchi (Wei et al., 2011) y arrayán chino (Niu et al., 2010) el 
contenido de antocianinas en fruto maduro se correlaciona bien con la sobreexpresión de genes 
de la biosíntesis de antocianinas. En el presente estudio, se encontró que la expresión de la 
antocianidina sintasa aumenta en el fruto maduro en olivo, indicando la regulación de la 
biosíntesis de antocianinas por la antocianidina sintasa durante la maduración del fruto en olivo. 
La enzima 6,7-dimetil-8-ribitilumacina sintasa or CORONATINE INSENSITIVE1 SUPPRESSOR 
(COS1) es un componente clave en la ruta de la riboflavina y esta implicada en la ruta de 
señalización del ácido jasmónico (Xiao et al., 2004). Nuestros resultados sugieren que COS1 
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podría participar en la señalización del ácido jasmónico para regular la maduración del fruto, 
aunque no la abscisión del fruto maduro en olivo. Además, la inducción de la expresión del gen 
EXP8 indicaría que esta expansina juega un papel importante en las alteraciones de la pared 
celular implicadas en la maduración del fruto en olivo.  
Entre los genes más abundantes en la ZA (Tabla 17), se identificó un homólogo de STH-
2 (similar a la proteína relacionada con la patogénesis 2), que codifica una proteína relacionada 
con la patogenesis (PR), cuya expresión se indujo durante la abscisión del fruto maduro (Gil-
Amado y Gomez-Jimenez, 2013). Sin embargo, será necesario seguir trabajando para determinar 
el significado biológico de la expresión de genes relacionados con la patogénesis en el ZA del 
fruto durante la abscisión. En guisante, hay una acumulación de homólogos de STH2 durante la 
embriogénesis tardía (Barrat y Clark, 1991) y en Craterostigma plantagineum durante la 
rehidratación de plantas desecadas (Suarez-Rodriguez et al., 2010). Además, un homólogo de 
PAP18 (At3g20500), que codifica una fosfatasa ácida púrpura inducida con la limitación de 
fosfato (Wang et al., 2011) y un homólogo de la glutamina sintetasa, se expresaron de manera 
muy significativa en el ZA de fruto en comparación con el pericarpo del fruto, indicando el papel 
de estas proteínas en el transporte intercelular durante la abscisión de fruto maduro. Las 
fosfatasas ácidas púrpuras, metalofosfoesterasas que contienen un núcleo bimetálico en su 
centro activo (Barford et al., 1998), participan en la tolerancia de la planta a la limitación de 
fosfato (Wang et al., 2011). Experimentos previos mostraron que, en las células acompañantes 
del floema, la actividad glutamina sintetasa afecta los niveles de prolina (Brugiere et al., 1999). 
La expresión predominante de la glutamina sintetasa en la ZA de olivo sugiere una redistribución 
de prolina dentro de la ZA durante la abscisión (Tabla 17).  
Entre los genes más abundantes de la ZA (Tabla 17, Cluster B2), se detectaron genes 
relacionados con la pared celular. Esto era de esperar debido a que los principales cambios en 
la textura relacionados con la separación celular son el resultado de cambios estructurales y de 
composición mediadas por enzimas de la pared celular. Entre ellos, por ejemplo, una β-1,3-
glucanasa, que cataliza la hidrólisis de uniones de β-1,3-glucano de calosa, participando en 
muchos procesos incluyendo la remodelación de la pared celular, la formación de pared 
secundaria y la activación de fitohormonas (Wu y Bradford, 2003). Según otros estudios, la 
inducción de la abscisión se acompaña del aumento de la expresión del gen que codifica a una 
β-1,3-glucanasa, así como de una disminución de la expresión de un gen que codifica una calosa 
sintasa en la ZA del fruto en olivo (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). Esta activación de la β-
1,3-glucanasa fue más fuerte en ZA de fruto (Tabla 17), mostrando que este fenómeno está 
relacionado con la abscisión del fruto en olivo. También, un gen asociado con el transporte de 
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nitrato se encuentró entre los genes expresados exclusivamente en la ZA (Tabla 17), sugiriendo 
la función del nitrato como un ion importante para la abscisión del fruto en olivo. 
 
IV.2.3. Clasificación de los genes diferencialmente expresados en categorías funcionales 
GO 
Para obtener una visión global de los procesos y funciones alteradas, los genes 
expresados diferencialmente fueron clasificados mediante la base de datos Ontología Génica 
(GO). Las accesiones de GO fueron asignadas adicionalmente a los genes diferencialmente 
expresados en base a sus similitudes de secuencia con proteínas conocidas en la base de datos 
UniProt anotada con accesiones de GO, así como dominios InterPro y Pfam que contienen. Se 
ha llevado a cabo un análisis de términos de GO de cada una de las 3 ontologías: ‘Proceso 
Biológico”, ‘Función Molecular’ y ‘Componente Celular’. Dentro de cada conjunto de 
genes/proteínas se analizan las frecuencias de todos los términos de GO que aparecen en 
cualquier anotación de cualquier gen del conjunto. Para cada término de GO se ha realizado la 
determinación de la frecuencia del número de genes/proteínas que han sido anotados con ese 
término. En cada uno de los conjuntos analizados se muestra el número de veces que aparece 
cada uno de los términos de GO detectados. 
 
 
Figura 36. Proporción de isotigs anotados en cada una de las muestras, y la proporción de isotigs anotados 
que presentan anotaciones funcionales GO o que se encuentran anotados con EC (EC). 
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Entre los 15671 isotigs anotados, 7433 fueron designados al menos a un término GO 
(Tabla 16, Figura 36). Los términos GO “Oxidación reducción”, “Actividad oxidorreductasa” y 
“Membrana” fueron los más representados entre las categorías del proceso biológico (Figura 
37), la función molecular (Figura 38) y los componentes celulares (Figura 39), respectivamente.  
También los términos GO se identificaron en la categoría de los procesos biológicos que 
resultó estar abundantemente representado en las listas de genes que mostraron una expresión 
más alta en fruto maduro y ZA, respectivamente (Figura 37). Estos términos GO constituyen 
indicadores de los diferentes procesos biológicos que ocurren en dos tejidos diferentes en la 
última etapa de maduración. Un número de clasificaciones GO resultó estar excesivamente 
representado en los genes que habían aumentado la acumulación de transcritos en fruto en la 
última etapa de maduración.  
Los grupos más representados en el pericarpo del fruto maduro con el mayor número 
de genes expresados diferencialmente fueron “Oxidación reducción”, “Proceso metabólico”, 
“Transporte”, “Transporte transmembrana”, “Fosforilación de aminoácidos proteicos”, 
“Glucólisis” y “Procesado metabólico de carbohidratos” (Figura 37). Asimismo, la ZA a 217 DPA 
también mostró una importante representación de genes asociados con “Proceso metabólico”, 
“Oxidación reducción”, “Regulación de la transcripción”, “Transporte transmembrana”, 
“Transporte” y “Fosforilación de aminoácidos proteicos” (Figura 37). Por lo tanto, los términos 
GO, incluyendo la “Oxidación reducción”, “Transporte”, “Transporte transmembrana”, 
“Fosforilación de aminoácidos proteicos” y “Procesado metabólico de carbohidratos”, fueron 
abundantes en las dos listas de genes (Figura 37), lo que indica que el mismo proceso biológico 
puede requerir diferentes conjuntos de genes en dos tejidos diferentes durante la maduración 
y abscisión para llevar acabo sus actividades. 
Sin embargo, grandes diferencias aparecieron entre las dos listas de términos GO 
enriquecidos. En particular, los términos GO asociados con el proceso de biosíntesis de la familia 
de aminoácidos aromáticos, el catabolismo y la biosíntesis de lignina, el proceso de biosíntesis 
de isoprenos, la desfosforilación de aminoácidos proteicos, el transporte de aminoácidos, la 
fotosíntesis, la vía de señalización de la auxina, la apoptosis, las respuestas de defensa y las 
respuestas al estrés, son más abundantes entre los genes más altamente expresados en el ZA 
del fruto, mientras que las diferencias con respecto al resto de los términos GO abundantes 
incluyen el transporte de protones acoplado a síntesis de ATP, la glucólisis y la organización de 
la pared celular, mostraron mayor presencia en los genes mas abundantes en el fruto maduro, 
lo que sugiere que tales procesos biológicos podrían estar asociados con diferencias entre los 
procesos de maduración y abscisión. 
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Figura 37. Distribución de los términos GO enriquecidos en las dos muestras de olivo para los IDs UniProt 
bajo el marco de la categoría de ‘Procesos biológicos’. El análisis incluye 2900 transcritos con aumentada 
acumulación transcripcional en la ZA (barra verde) y 1491 transcritos con aumentada acumulación 
transcripcional en el pericarpo (barra azul) del fruto maduro en olivo.  
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Por otro lado, el perfil de transcritos abundantes en el pericarpo del fruto maduro indica 
una predominante expresión de proteínas relacionadas con la “Actividad oxidorreductasa”, 
“Actividad catalítica”, “Actividad de transferasa”, “Actividad hidrolasa”, así como “Unión de 
nucleótidos”, “Unión a ion metálico” y “Unión a ATP”, mientras que el término GO “Actividad 
catalítica”, “Actividad de transferasa” y “Unión a ion metálico” fueron los términos más 
abundantes en los genes inducidos en la ZA en olivo (Figura 38).  
Además, otros términos con un alto número de genes inducidos en la ZA son 2-alquenal 
reductasa, actividad aciltransferasa, actividad transportadora de aminoácidos transmembrana, 
actividad antiporte, actividad transportadora transmembrana de fármacos, actividad 
fosfoproteína fosfatasa, unión a ATP, unión a ion calcio, unión a ADN, unión a grupo hemo y 
unión a ion cinc, mientras que la actividad acetil-CoA carboxilasa, la actividad endopeptidasa de 
tipo cisteína y la actividad transportadora transmembrana de iones hidrógeno, resultaron ser 
más abundantes entre los genes con mayor expresión en el pericarpo del fruto maduro (Figura 
39). 
Por último, en la categoría de “Compartimento celular”, los términos GO “Membrana”, 
“Integral a membrana” y “Citoplasma” fueron las categorías más sobre-representadas en el 
grupo de genes inducidos en el pericarpo del fruto (Figura 39). La distribución de funciones de 
genes (según el término GO) en el transcriptoma de fruto y de ZA fueron muy similares, sobre 
todo en las categorías de función molecular y metabolismo, pero también existen diferentes 
funciones de genes. Estas anotaciones constituyen un recurso útil para la investigación sobre la 
función de los genes, estructuras celulares y procesos en los dos tejidos estudiados. 
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Figura 38. Distribución de los términos GO enriquecidos los dos tejidos en olivo para los IDs UniProt bajo 
el marco de la categoría de ‘Funciones moleculares’. El análisis incluye 2900 transcritos con aumentada 
acumulación transcripcional en la ZA (barra verde) y 1491 transcritos con aumentada acumulación 
transcripcional en el pericarpo (barra azul) del fruto maduro en olivo. 
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Figura 39. Distribución de los términos GO enriquecidos durante la AFM en olivo para los IDs UniProt bajo 
el marco de la categoría de ‘Componentes celulares’. El análisis incluye 2900 transcritos con aumentada 
acumulación transcripcional en la ZA (barra verde) y 1491 transcritos con aumentada acumulación 
transcripcional en el pericarpo (barra azul) del fruto maduro en olivo. 
 
IV.2.4. Rutas metabólicas  
Los transcriptomas del pericarpo y de la ZA del fruto de nuestro estudio nos 
proporcionaron los medios para investigar las diferentes rutas metabólicas activadas entre los 
dos tejidos. El enriquecimiento de GO identificó, además, rutas metabólicas que pueden ser 
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importantes para la abscisión. Sin embargo, para definir con mayor precisión estas rutas 
metabólicas, la base de datos Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG; the Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes database; http://www.genome.jp/kegg; Ogata et al., 1999) 
fue asignada a las anotaciones en nuestros datos de transcritos.  
De las 10139 proteínas detectadas en nuestro experimento, 1442 fueron anotadas con 
1034 códigos EC (Figura 36) y asignadas a 137 vías KEGG diferentes (Anexo 2). Esto reveló rutas 
significativamente enriquecidas, y la Figura 40 muestra las 10 categorías más representadas y el 
número de transcritos que pertenecen a cada categoría. Entre estas rutas se encuentran: 
biosíntesis de metabolitos secundarios (101 enzimas representadas), metabolismo microbiano 
en ambientes diversos (59), metabolismo de la sacarosa y el almidón (20, Tabla 18, Figura 41), 
metabolismo de amino azúcares y de azúcares de nucleótidos (18, Tabla 18, Figura 42), 
metabolismo de cisteína y metionina (17, Tabla 18, Figura 43), metabolismo de metano (15, 
Figura 44), glucólisis/gluconeogénesis (15, Figura 45), metabolismo de glicina, serina y treonina 
(13, Figura 46) y metabolismo de arginina y prolina (13, Figura 47). 
 
Figura 40. Clasificación funcional de los transcritos a través de las búsquedas de rutas de referencia KEGG. 
Las 10 categorías más representadas y el número de transcritos que pertenecen a cada categoría se 
muestran en la figura.  
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Tabla 18. Lista de los transcritos de olivo de mapas de la ruta KEGG con los números EC, números Unigene 
ID, números UniProt ID, los valores de expresión normalizados y descripción de genes anotada. La tabla 
muestra el número total de lectura en RPKMx1000 para cada gen después de la normalización a través de 
las dos muestras: (a) el pericarpo del fruto a 217 DPA, (b) ZA a 217 DPA.  
Ruta 
KEGG 
EC Unigene 
ID 
UniProt 
ID 
FRUTO ZA p-valor Descripción 
Metabolismo de almidón y sacarosa 
Cluster A 
A1 Genes inducidos en fruto 
 3.2.1.26 OL003708 D5LY28 610 4 0,00E+00 β-fructofuranosidasa 
 2.4.1.13 OL000884 A7IZK5 244 85 1,61E-36 Sacarosa sintasa 
 3.2.1.39 OL002642 B9SCU1 111 94 5,10E-22 Glucan endo-1,3-β-D-glucosidasa 
A2 Genes expresados exclusivamente en fruto 
 2.4.1.1 OL002542 B9S939 250 0 3,20E-96 1,4-α-glucan fosforilasa 
 2.4.1.12 OL002104 B9RUD8 5 0 3,91E-03 Celulosa sintasa 
 2.7.7.27 OL000035 A3KCF8 10 0 6,10E-05 Glucosa-1-fosfato adenililtransferasa 
 2.7.7.9 OL002654 B9SD97 5 0 1,95E-03 UDP glucosa pirofosforilasa 
 3.1.1.11 OL001166 B9H3W4 10 0 3,91E-03 Pectina metilesterasa 
 5.1.3.6 OL007529 Q9LPC1 8 0 9,77E-04 UDP-glucuronato 4-epimerasa 
 5.3.1.9 OL003650 C6TGC6 6 0 1,95E-03 Glucosa-6-fosfato isomerasa 
Cluster B 
B1 Genes inducidos en ZA 
 3.2.1.2 OL006254 E0AE02 18 32 1,82E-03 β-amilasa 
 4.1.1.35 OL001047 B3VDY9 102 168 2,19E-06 UDP-glucuronato decarboxilasa 
 2.4.1.21 OL001761 B9RIR1 5 28 3,24E-08 ADP-glucosa sintasa 
B2 Genes expresados exclusivamente en ZA 
 3.2.1.4 OL007034 Q43149 0 20 9,31E-10 Celulasa 
 2.7.1.4 OL006635 O65583 0 9 2,44E-04 Fructokinasa 
 3.1.3.12 OL002988 B9SNT9 0 4 1,95E-03 Trehalosa 6-fosfato fosfatasa 
 3.2.1.1 OL007022 Q42678 0 17 2,38E-07 α-amilasa 
 3.2.1.15 OL000895 A7PZL3 0 10 3,05E-05 Poligalacturonasa 
 3.2.1.20 OL007491 Q9LEC9 0 12 2,91E-11 α-glucosidasa 
Metabolismo de cisteína y metionina 
Cluster A 
A1 Genes inducidos en fruto 
 2.6.1.1 OL001190 B9HAW0 35 8 3,18E-06 Aspartato transaminasa 
 2.7.1.100 OL002217 B9RY82 64 24 1,36E-05 S-metil-5-tioribosa kinasa 
A2 Genes expresados exclusivamente en fruto 
 2.1.1.14 OL002466 B9S6C1 81 0 1,29E-26 5metiltetrahidropteroiltriglutamato-
homocisteina S-metiltransferasa 
 2.1.1.37 OL001007 B0FPD7 6 0 1,95E-03 ADN (citosina-5-)-metiltransferasa 
 2.5.1.47 OL002734 B9SFU8 52 0 4,34E-19 Cisteina sintasa 
 2.5.1.6 OL007215 Q8GTL5 10 0 2,44E-04 Metionina adenosiltransferasa 
Cluster B 
B1 Genes inducidos en ZA 
 2.5.1.48 OL002235 B9RYU1 3 23 1,94E-06 Cistationina γ-sintasa 
 2.8.1.2 OL001730 B9RHZ9 7 57 2,12E-13 3-mercaptopiruvato 
sulfurtransferasa 
 3.1.3.77 OL006405 E0CSI1 5 17 5,08E-04 Acireductona sintasa 
 3.3.1.1 OL006738 P35007 239 308 2,02E-06 Adenosilhomocisteinasa 
 5.3.1.23 OL002002 B9RR88 12 74 7,52E-15 S-metil-5-tioribosa-1-fosfato 
isomerasa 
B2 Genes expresados exclusivamente en ZA 
 1.1.1.27 OL007383 Q96569 0 191 9,54E-07 L-lactato dehidrogenasa 
 1.14.17.4 OL006733 P31237 0 67 1,36E-20 ACC oxidasa 
 2.3.1.30 OL006733 B9S9Q4 0 27 1,16E-10 Serina O-acetiltransferasa 
 2.5.1.16 OL003685 D2K8S6 0 52 5,55E-17 Spermidina sintasa 
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Ruta 
KEGG 
EC Unigene 
ID 
UniProt 
ID 
FRUTO ZA p-valor Descripción 
Metabolismo de cisteína y metionina 
Cluster B 
B2 Genes expresados exclusivamente en ZA 
 4.1.1.50 OL000082 A5AFT0 0 133 2,80E-45 Adenosilmetionina decarboxilasa 
 2.7.2.4 OL005688 D7TYU1 0 5 7,81E-03 Aspartato kinasa 
Metabolismo del azúcar de amino y azúcar de los nucleótidos 
Cluster A 
A1 Genes inducidos en fruto 
 5.3.1.8 OL001163 B9H303 77 5 1,21E-21 Manosa-6-fosfato isomerasa 
 5.3.1.9 OL001141 B9GV29 16 4 7,53E-04 Glucosa-6-fosfato isomerasa 
A2 Genes expresados exclusivamente en fruto 
 1.1.1.271 OL002645 B9SCY0 17 0 3,05E-05 GDP-L-fucosa sintasa 
 2.7.1.4 OL004560 D7T3P0 12 0 6,10E-05 Fructokinasa 
 2.7.7.27 OL001390 B9R7X6 7 0 9,77E-04 Glucosa-1-fosfato adenililtransferasa 
 2.7.7.64 OL007403 Q9C5I1 11 0 1,91E-06 UTP-monosacarido-1-fosfato 
uridililtransferasa 
 2.7.7.9 OL002654 B9SD97 5 0 1,95E-03 UTP-glucosa-1-fosfato 
uridililtransferasa 
A2 Genes de fruto 
 5.1.3.6 OL007529 Q9LPC1 8 0 9,77E-04 UDP-glucuronato 4-epimerasa 
Cluster B 
B1 Genes inducidos en ZA 
 3.2.1.14 OL007471 Q9FS45 10 134 5,46E-30 Chitinasa 
 4.1.1.35 OL001047 B3VDY9 102 168 2,19E-06 UDP-glucuronato decarboxilasa 
B2 Genes expresados exclusivamente en ZA 
 3.2.1.55 OL002630 B9SCF3 0 6 2,44E-04 α-N-arabinofuranosidasa 
 5.1.3.12 OL002629 B9SQF3 0 6 3,91E-03 UDP-glucuronato 5”-epimerasa 
 5.4.2.8 OL003424 B9T3D2 0 5 9,77E-04 Fosfomanomutasa 
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Figura 41. Representación gráfica de la ruta del metabolismo del almidón y la sacarosa como se representa 
por KEGG. Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados 
diferencialmente en los dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican 
genes no expresados diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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Figura 42. Representación gráfica de la ruta del metabolismo de carbohidratos como se representa por 
KEGG. Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente 
en los dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican genes no 
expresados diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
  
Capítulo 2 
 
133 
 
 
Figura 43. Representación gráfica de la ruta del metabolismo de la cisteína y metionina como se 
representa por KEGG. Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados 
diferencialmente en los dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican 
genes no expresados diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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Figura 44. Representación gráfica de la ruta del metabolismo de metano como se representa por KEGG. 
Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en los 
dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican genes no expresados 
diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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Figura 45. Representación gráfica de la ruta de glucólisis/gluconeogénesis como se representa por KEGG. 
Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en los 
dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican genes no expresados 
diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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Figura 46. Representación gráfica de la ruta de la glicina, serina y treonina como se representa por KEGG. 
Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en los 
dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican genes no expresados 
diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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Figura 47. Representación gráfica de la ruta metabólica de la arginina y prolina como se representa por 
KEGG. Los números EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente 
en los dos tejidos de olivo. Los números EC de las enzimas coloreadas en azul codifican genes no 
expresados diferencialmente en los dos tejidos de olivo. 
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IV.2.5. Factores de transcripción  
De los 4391 genes expresados diferencialmente (P<0.01), 150 genes codifican a posibles 
factores de transcripción (FT) pertenecientes a 19 familias diferentes, siendo la mayoría de ellos 
inducidos en la ZA en comparación con el pericarpo del fruto maduro en olivo (Figura 48, Tabla 
19).  
 
 
Figura 48. Genes FT expresados diferencialmente y su clasificación en familias. Comparación de los 
transcritos FT que aumentaron su expresión significativamente entre el fruto (azul) y ZA (verde) a 217 
DPA. Número de transcritos relacionados con FTs en cada familia TF. Los 150 genes FT fueron clasificados 
en 20 familias TF. 
 
En total, 37 genes se incluyen en el cluster A, y 113 genes en el cluster B (Tabla 19). 
Como se ha observado anteriormente en el análisis de enriquecimiento de anotación GO, la 
mayor proporción de estos transcritos relacionados con la regulación transcripcional se 
encuentra en el cluster B (Figura 38, Tabla 19).  
Dentro del cluster A, el FT más abundante es una proteína de la familia MADS-box (AG1) 
detectada en el cluster A2. De hecho, las proteínas MADS-box fueron la familia de FT más 
abundante en el pericarpo del fruto maduro, dos MADS-box en el cluster A1 y un MADS-box en 
cluster A2, lo que implica una regulación coordinada de esta familia MADS-box en el fruto 
maduro. Sin embargo, en el cluster A las familias más representadas incluyeron la familia 
homeobox, la familia zinc finger (ZF), la familia bHLH y la familia bZIP (Figura 38, Tabla 19).  
El cluster A1 es enriquecido en las familias MADS-box y ZF (Figura 49A), mientras que el 
cluster A2 fue enriquecido en las familias bHLH, homeobox, ZF y bZIP (Figura 49B). El control de 
la maduración del fruto carnoso implica muchos FTs diferentes. En frutos climatéricos, así como 
en los no climatéricos, una serie de genes MADS-box regulan el desarrollo y la maduración del 
fruto (Fabi et al., 2012). Los principales FT en tomate son HB-box (LeHB-1), MADS-box (SEP4-
Capítulo 2 
 
139 
like, RIN, TDR4, TAG1, TAGL1), SPB-box (CNR) y genes NAC (Klee y Giovannoni, 2011). Una serie 
de FTs, homólogos a varios de estos FTs, aparecen en el fruto maduro en olivo (Tabla 19). 
 
Tabla 19. Factores de transcripción inducidos en el pericarpo (fruto) o la ZA del fruto maduro en olivo. Las 
secuencias fueron seleccionadas después de establecer P < 0.01, indicándose el recuento total de lecturas 
para cada gen después de la normalización (RPKM x 1000) a través de las 2 muestras. 
Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster A 
Cluster 
A1 
Genes inducidos en fruto 
 Q8H278 330.62 36.59 7.42E-
41 
Proteína MADS-box, TAGL2 = Solanum lycopersicum  
 Q03489 269.71 24.90 1.10E-
35 
Proteína MADS-box, AGL9, Proteína vinculada a floración 
2, FBP2 = Petunia hybrida 
 B9S9F0 118.44 16.92 2.93E-
21 
Factor de transcripción = Ricinus communis 
 E0CPR7 78.36 5.22 1.00E-
15 
Factor de transcripción = Vitis vinifera 
 B9SDI4 64.31 15.22 3.31E-
14 
Proteína homeobox, Bel1 = Ricinus communis 
 A5B7D8 43.66 4.92 1.38E-
12 
Proteína dedos de Cinc = Vitis vinifera 
 B9T724 74.28 11.14 1.85E-
12 
Factor de transcripción GATA = Ricinus communis 
 B9SZ77 85.36 23.55 4.16E-
11 
Factor de transcripción bZIP, Proteína inducible por la luz 
CPRF-2 = Ricinus communis 
 B9SCP7 149.20 46.03 4.99E-
08 
Proteína dedos de Cinc, Dc50 = Ricinus communis 
 D7UCZ6 199.67 77.56 2.28E-
07 
Proteína NAC = Vitis vinifera 
 B9SMN9 86.78 13.80 6.87E-
07 
Factor de transcripción = Ricinus communis 
 Q9SXS8 168.89 100.74 4.60E-
03 
Factor de transcripción de respuesta a etileno 3, NtERF3 = 
Nicotiana tabacum 
Cluster 
A2 
Genes expresados exclusivamente en fruto 
 Q40168 880.38 0.00 1.21E-
182 
Proteína MADS-box, AG1 = Solanum lycopersicum 
 O22300 103.29 0.00 3.82E-
37 
Proteína homeobox knotted-1-like, LET12 = Solanum 
lycopersicum 
 D7T931 177.04 0.00 5.92E-
36 
básica hélice-bucle-hélice (bHLH) factor de trancripción = 
Vitis vinifera  
 Q7Y0Z7 46.26 0.00 4.85E-
27 
Proteína Homeobox, Bell-like homeodomain proteína 2, 
BL2 = Solanum lycopersicum 
 D7SY02 64.76 0.00 1.90E-
26 
Proteína Homeobox = Vitis vinifera 
 B9H0X4 95.04 0.00 6.78E-
21 
Proteína de dedos de Cinc = Populus trichocarpa 
 B9SGM7 70.77 0.00 6.78E-
21 
Factor de transcripción bZIP, Factor de transcripción RF2a 
= Ricinus communis 
 E0CPI0 74.75 0.00 1.73E-
18 
Proteína de dedos de Cinc = Vitis vinifera 
 Q84N38 31.57 0.00 8.88E-
16 
Tipo PHD dedos de cinc = Nicotiana benthamiana 
 Q0EDB1 49.42 0.00 1.78E-
15 
Factor de transcripción MYB, VvMYBA22-cs = Vitis vinifera 
 Q9SJM6 99.37 0.00 1.42E-
14 
Dedos de Cinc A20 y contiene dominio AN1 proteína 
asociada con estrés 4 (AtSAP4), SAP4 At2g36320 
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Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster A 
Cluster A2 Genes expresados exclusivamente en fruto 
 D7SH59 40.11 0.00 9.09E-
13 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 A5C5T1 35.04 0.00 5.82E-
11 
Proteína homeobox = Vitis vinifera 
 B9RUW0 50.69 0.00 2.33E-
10 
Aux/IAA, IAA1 = Ricinus communis  
 E0CTE8 32.56 0.00 9.54E-
07 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 D9ZIP8 8.58 0.00 4.77E-
07 
Factor de transcripción bZIP, BZIP1 = Malus domestica 
 D9ZIV7 13.02 0.00 7.63E-
06 
Factor de transcripción con dominio de clase CAMTA, 
CAMTA1 = Malus domestica 
 B9S5M4 16.08 0.00 9.77E-
04 
Factor de transcripción NAC = Ricinus communis 
 D7U0I3 5.33 0.00 4.88E-
04 
Proteína Homeobox = Vitis vinifera 
 Q9LYB9 23.29 0.00 2.44E-
04 
Dedo de cinc tipo CW, Proteína de unión a Metil-CpG 
MBD4, MBD4 At3g63030 
 E0CT50 11.25 0.00 7.81E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 D9ZIS2 4.95 0.00 7.81E-
03 
Factor de transcripción con dominio clase C2H2L, 
C2H2L12 = Malus domestica 
 D7UCK3 6.98 0.00 3.91E-
03 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera 
 A5B890 6.73 0.00 3.91E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 D7TEZ0 7.19 0.00 1.95E-
03 
Proteína de dedos de Cinc = Vitis vinifera 
Cluster B 
Cluster B1 Genes inducidos en ZA 
 B9SJN1 4.75 235.99 1.57E-
143 
Factor de transcripción bZIP HY5 = Ricinus communis  
 Q84QD4 18.34 166.13 3.87E-
62 
EIN3/EIL = Nicotiana tabacum 
 A5C9F3 105.31 348.79 1.61E-
37 
Proteína homeobox protein = Vitis vinifera  
 B2Z454 6.83 157.00 3.21E-
36 
Activador transcripcional de unión a GAGA, BBR/BPC1-
like = Vitis vinifera 
 Q6L467 9.77 99.89 5.11E-
20 
Proteína homeobox, HAT7 = Solanum demissum  
 B9RFW3 45.93 173.23 2.92E-
16 
Proteína NAC = Ricinus communis 
 A5BSP9 49.02 225.49 4.72E-
14 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 B9SQ16 46.03 138.08 3.18E-
10 
Proteína que contiene Phd/F-box = Ricinus communis 
 D7TNF1 5.19 40.50 9.33E-
09 
Proteína homeobox = Vitis vinifera 
 D7TRM3 109.52 215.48 1.07E-
09 
Proteína homeobox = Vitis vinifera  
 C1KH72 5.90 57.52 1.71E-
08 
Proteína AP2/ERF, Proteína RAP2-like = Juglans nigra 
 B9GKQ8 22.75 72.81 3.04E-
07 
Proteína homeobox = Populus trichocarpa  
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Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster B 
Cluster B1 Genes inducidos en ZA 
 B9IPK2 11.17 55.86 4.13E-
05 
Proteína de dedos de Cinc = Populus trichocarpa 
 B9R8U7 70.81 117.65 1.85E-
04 
Factor de transcripción bZIP = Ricinus communis  
 B9RFB9 9.30 26.35 3.46E-
04 
Proteína de dedo de Cinc = Ricinus communis 
 Q9LHJ8 66.66 127.08 5.88E-
04 
Dedos de Cinc A20 and contiene el dominio AN1 asociado 
a estrés proteína 5 (AtSAP5), SAP5 At3g12630 
 B9SA09 65.25 99.29 9.34E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Ricinus communis  
 B9R762 13.56 32.77 2.89E-
03 
Factor de transcripción R2r3-myb = Ricinus communis 
 Q00LP0 6.87 15.32 5.40E-
03 
GRAS10 = Solanum lycopersicum 
Cluster B2 Genes expresados exclusivamente en ZA 
 A4F4L3 0.00 188.81 5.35E-
51 
Proteína MYBPA1 = Vitis vinifera 
 B9SRT4 0.00 163.64 5.35E-
51 
Factor de transcripción WRKY = Ricinus communis  
 C3W4Q3 0.00 116.56 7.70E-
34 
Factor de transcripción R2R3, MYB108-like proteína 1 = 
Vitis vinifera  
 B9SZ17 0.00 67.05 6.16E-
33 
Proteína de dedos de Cinc = Ricinus communis 
 Q6R095 0.00 92.88 2.02E-
28 
Factor de transcripción MYB, At3g06490 
 D7TTQ2 0.00 71.03 8.08E-
28 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera  
 Q6RH27 0.00 570.32 Q6RH27 Proteína NAC, SlNAC1 = Solanum lycopersicum 
 D7SVY0 0.00 88.58 3.31E-
24 
Proteína factor de choque térmico, HSF = Vitis vinifera  
 Q6R7N3 0.00 68.77 5.29E-
23 
WRKY factor de transcripción 30, WRKY30 = Vitis 
aestivalis  
 Q9FVC1 0.00 98.61 1.06E-
22 
Proteína MADS-box, Fase vegetativa corta, SVP, 
At2g22540  
 O64647 0.00 63.67 8.47E-
22 
Dominio TCP, TCP9, At2g45680 
 Q9LW49 0.00 83.70 3.47E-
18 
AP2/ERF, NsERF3 = Nicotiana sylvestris 
 A5C907 0.00 37.72 1.39E-
17 
bHLH factor transcripción = Vitis vinifera  
 D1MDP9 0.00 72.87 2.78E-
17 
Proteína MADS-box, fructificación, FUL = Vitis vinifera  
 A5AUF1 0.00 57.67 4.44E-
16 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 D9ZIP2 0.00 21.23 4.44E-
16 
Factor de transcripción bHLH, BHLH2 = Malus domestica  
 B9RNB2 0.00 52.58 4.44E-
16 
Factor de transcripción WRKY = Ricinus communis  
 A5C631 0.00 55.55 4.44E-
16 
Proteína dedos de Cinc = Vitis vinifera 
 E0CNW5 0.00 45.94 3.55E-
15 
Proteína homeobox = Vitis vinifera  
 B9SSS9 0.00 27.28 7.11E-
15 
Factor de transcripción WRKY = Ricinus communis  
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Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster B 
Cluster 
B2 
Genes expresados exclusivamente en ZA 
 D7TDJ7 0.00 44.03 1.14E-
13 
Proteína homeobox = Vitis vinifera  
 D7T311 0.00 34.57 1.14E-
13 
Factor de unión a CCAAT = Vitis vinifera 
 B9RNE6 0.00 87.96 1.82E-
12 
Factor de transcripción bZIP = Ricinus communis  
 Q84N37 0.00 24.69 1.82E-
12 
Dedos de cinc tipo PHD = Pisum sativum 
 D9ZJ83 0.00 32.38 2.91E-
11 
MYBR4 = Malus domestica  
 D7SQJ7 0.00 39.22 2.91E-
11 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera 
 B2G283 0.00 32.54 5.82E-
11 
Factor de transcripción WRKY 11, WRKY11 = Vitis thunbergii 
 B9R9E1 0.00 30.96 9.31E-
10 
Proteína factor de choque térmico, HSF = Ricinus communis  
 B9SVE1 0.00 37.30 4.66E-
10 
Proteína Homeobox = Ricinus communis  
 D9ZJ91 0.00 19.10 4.66E-
10 
Proteína NAC, NAC13 = Malus domestica 
 B9SU10 0.00 22.75 1.86E-
09 
Factor de transcripción bZIP, RF2a = Ricinus communis  
 D1MDP8 0.00 38.73 3.73E-
09 
Proteína MADS-box, Apetala1, AP1 = Vitis vinifera  
 B2G284 0.00 16.03 1.86E-
09 
WRKY factor transcripción 7, WRKY7 = Vitis thunbergii 
 D8VD38 0.00 35.15 1.86E-
09 
AP2/ERF, ERF11 = Actinidia deliciosa  
 Q00LP3 0.00 17.17 1.86E-
09 
GRAS6 = Solanum lycopersicum 
 Q9LRC7 0.00 24.76 1.49E-
08 
Factor de transcripción bZIP, RSG = Nicotiana tabacum  
 A5BP13 0.00 18.68 2.98E-
08 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera  
 A5APP5 0.00 6.66 2.98E-
08 
Proteína dedos de Cinc = Vitis vinifera 
 A5BE46 0.00 6.14 2.98E-
08 
Proteína dedos de Cinc = Vitis vinifera 
 O04136 0.00 18.74 5.96E-
08 
Proteína homeobox knotted-1-like 3, KNAP3 = Malus 
domestica  
 D7T9Z7 0.00 27.43 9.54E-
07 
Proteína MADS-box = Vitis vinifera  
 B6GVA3 0.00 25.73 2.38E-
07 
Proteína de cremallera de leucina homeodominio, hb-1 = 
Solanum lycopersicum  
 B9GS74 0.00 23.33 4.77E-
07 
Factor de transcripción bHLH = Populus trichocarpa  
 B9S8Z7 0.00 24.91 4.77E-
07 
Proteína NAC = Ricinus communis 
 B9SVD5 0.00 21.10 9.54E-
07 
Proteína NAC 21/22 = Ricinus communis  
 Q9SQK8 0.00 22.49 2.38E-
07 
Factor de transcripción bHLH, Acido Jasmónico 3, LEJA3 = 
Solanum lycopersicum  
 D7T487 0.00 25.17 4.77E-
07 
Proteína dedos de cinc = Vitis vinifera 
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Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster B 
Cluster 
B2 
Genes expresados exclusivamente en ZA 
 Q9FNZ2 0.00 17.05 2.38E-
07 
Dedos de cinc con dominio CCCH Proteina 48 (AtC3H48) 
(Dedos de cinc con dominio and WD40, ZFWD1 At4g25440  
 Q8LLR1 0.00 25.96 1.91E-
06 
Proteína MADS-box 3, MADS3 = Vitis vinifera  
 D7SH01 0.00 25.53 3.81E-
06 
Proteína MADS-box = Vitis vinifera  
 B2G282 0.00 10.71 7.63E-
06 
Factor de transcripción WRKY 5, WRKY5 = Vitis thunbergii 
 B9SND3 0.00 25.13 1.91E-
06 
Proteína de dedo de cinc = Ricinus communis 
 D7TM37 0.00 20.40 3.81E-
06 
Proteína de dedo de cinc = Vitis vinifera 
 Q9FUY6 0.00 20.13 1.53E-
05 
Proteína MADS-box, JOINTLESS, LeMADS J = Solanum 
lycopersicum  
 B9T7C9 0.00 16.43 6.10E-
05 
Factor de transcripción bZIP = Ricinus communis 
 D7TIQ1 0.00 10.35 6.10E-
05 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera  
 B9S4V3 0.00 9.28 6.10E-
05 
Factor de transcripción bHLH = Ricinus communis  
 B9S4T8 0.00 14.16 3.05E-
05 
Factor de transcripción WRKY = Ricinus communis  
 B9S232 0.00 10.80 1.53E-
05 
Proteína factor de choque térmico, HSF8 = Ricinus communis  
 A6ZIC0 0.00 17.94 6.10E-
05 
Proteína dedos de cinc tipo C2H2 (Proteínas dedo de zinc frías 
1) = Solanum lycopersicum 
 B9RWY6 0.00 17.21 4.88E-
04 
Factor de transcripción bHLH = Ricinus communis  
 D7TEQ3 0.00 14.95 9.77E-
04 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 O24160 0.00 9.50 1.22E-
04 
Factor de transcripción bZIP, GACG-específicos de secuencia, 
TGA21 = Nicotiana tabacum  
 D7U1V4 0.00 11.30 2.44E-
04 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera 
 Q40172 0.00 25.05 1.22E-
04 
Proteína MADS-box, TDR8 = Solanum lycopersicum  
 D7UE94 0.00 16.29 1.22E-
04 
Proteína homeobox = Vitis vinifera  
 Q7Y0Z5 0.00 11.83 2.44E-
04 
Proteína Homeobox, Proteína homeodominio anudada 4, 
KN4 = Solanum lycopersicum  
 Q6RJ36 0.00 14.10 4.88E-
04 
AP2/ERF, ERF2 = Solanum lycopersicum  
 Q00LP7 0.00 6.77 4.88E-
04 
GRAS1 = Solanum lycopersicum 
 Q00LP5 0.00 5.01 9.77E-
04 
GRAS4 = Solanum lycopersicum 
 B9RI29 0.00 13.38 2.44E-
04 
Proteína NAC protein = Ricinus communis  
 Q6V398 0.00 5.16 9.77E-
04 
EIN3/EIL = Petunia hybrida 
 B9SU43 0.00 17.47 1.22E-
04 
Proteína factor de choque térmico, HSF = Ricinus communis  
 B9T0T3 0.00 6.70 9.77E-
04 
Proteína dedos de Cinc = Ricinus communis 
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Cluster UniProt 
ID 
Fruto ZA  p-valor Descripción 
Cluster B 
Cluster 
B2 
Genes expresados exclusivamente en ZA 
 A6NAB4 0.00 4.93 1.95E-
03 
Factor de transcripción bHLH, MYC2 = Vitis vinifera  
 B9STH6 0.00 13.70 1.95E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Ricinus communis  
 A5C8Z8 0.00 6.63 3.91E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Vitis vinifera  
 B9R797 0.00 7.48 7.81E-
03 
Factor de transcripción bHLH = Ricinus communis  
 B9R7B6 0.00 7.11 1.95E-
03 
Factor de transcripción bZIP = Ricinus communis  
 D7TX81 0.00 4.98 7.81E-
03 
Factor de transcripción bZIP = Vitis vinifera  
 D9ZIR0 0.00 6.70 7.81E-
03 
Factor de transcripción bZIP, bZIP21 = Malus domestica 
 D9ZIR3 0.00 14.96 7.81E-
03 
Factor de transcripción bZIP, bZIP4 bZIP40 = Malus domestica  
 Q9SM50 0.00 14.77 7.81E-
03 
Factor de transcripción bZIP, LeHY5 = Solanum lycopersicum  
 O65135 0.00 14.78 1.95E-
03 
Proteína MADS-box, APETALA3, LeAP3 = Solanum 
lycopersicum  
 E0CSD7 0.00 7.16 1.95E-
03 
Proteína homeobox = Vitis vinifera  
 B9RNZ6 0.00 5.85 3.91E-
03 
Proteína homeobox knotted-1 = Ricinus communis  
 D7SV02 0.00 12.18 3.91E-
03 
Homeobox protein = Vitis vinifera  
 D7TH52 0.00 5.72 3.91E-
03 
E2F = Vitis vinifera 
 D9ZJF0 0.00 8.08 3.91E-
03 
WRKY factor transcripción 11, WRKY11 = Malus domestica  
 O22174 0.00 17.05 1.95E-
03 
AP2/ERF, ERF008, At2g23340 
 D5L105 0.00 14.90 3.91E-
03 
AP2/ERF, AP2D21 = Malus domestica  
 D9ZJ69 0.00 8.50 1.95E-
03 
MYB93 = Malus domestica 
 A5BNN5 0.00 0.45 7.81E-
03 
Proteína dedos de cinc = Vitis vinifera 
 B9RYR1 0.00 7.62 7.81E-
03 
Proteína dedos de cinc = Ricinus communis 
 
Del mismo modo, las familias más representadas en la ZA del fruto maduro (Grupo B) 
fueron las proteínas ZF, proteínas homeobox, proteínas bHLH y proteínas bZIP (Tabla 19, Figura 
49).  
El cluster B1 es enriquecido en las familias ZF y homeobox (Figura 49C), mientras que el 
cluster B2 fue rico en las familias bHLH y bZIP (Figura 49D). Por lo tanto, aunque los dos cluster 
contengan miembros de varias familias de FT, en cada cluster, se encontraron diferencias 
claramente significativas en la proporción de las familias. En este sentido, existieron distintas 
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familias FT en cada cluster: las familias Aux/IAA, C2H2L, CAMTA en el cluster A y las familias HSF, 
familias GRAS, proteínas de unión a GAGA, EIN3/EIL, E2F/DP, proteína de unión a CCAAT y WRKY 
en el cluster B (Figura 49). 
Entre las familias de FT enriquecidas en la ZA en comparación con el pericarpo del fruto 
maduro en olivo, las proteínas HSF, las proteínas GRAS, las proteínas de unión a GAGA, las 
proteínas E2F/DP, y las proteínas WRKY fueron inducidas durante la abscisión del fruto maduro 
en olivo (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). Es bien conocida la diversificación y la interacción 
hormonal de los FTs HSF como también su participación en la respuesta a estrés en plantas 
(Scharf et al., 2012). En particular, la proteína TBF1, un FT HSF, se identificó como un regulador 
clave en la respuesta de defensa de las plantas (Pajerowska-Mukhtar et al., 2012). En nuestro 
análisis, 4 HSFs son exclusivamente expresadas en la ZA en olivo (Tabla 19), indicando que un 
incremento de la expresión de estos genes HSF puede asociarse con la abscisión del fruto 
maduro en olivo. 
Los reguladores transcripcionales pertenecientes a la familia GRAS se han relacionado 
con el crecimiento y desarrollo de la planta, así como con el estrés biótico y abiótico (Mayrose 
et al., 2006). En el presente trabajo, se identificaron varios FTs GRAS, incluyendo los homólogos 
de GRA1, GRAS4, GRAS6, y GRAS10 (Solanum lycopersicum), sobreexpresados exclusivamente 
en la ZA en olivo (Tabla 19), sugiriendo que estos FTs GRAS participen en la ruta de señalización 
de la abscisión.  
Otro gen sobreexpresado en la ZA fue un homólogo de BBR/PAI1 (Vitis vinifera), un 
activador transcripcional de unión GAGA (Tabla 18), lo que indica que esta familia controla la 
activación transcripcional de genes homeóticos, probablemente en respuesta a etileno, que 
conduce a la activación de proteínas relacionadas con la abscisión en la ZA en olivo. La familia 
E2F/DP tiene funciones críticas y antagónicas en rutas implicadas en la reparación de ADN, la 
división celular y la diferenciación. En nuestro trabajo previo, E2F3, componente clave de la 
ciclina D/retinoblastoma/vía de E2F que es un potente activador de los genes de respuesta a E2F 
en Arabidopsis (Xu et al., 1995), se sobreexpresó en la ZA durante la abscisión de fruto maduro 
(Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). En este trabajo, también se identificó a un miembro de la 
familia E2F con expresión exclusivamente en la ZA en olivo (Tabla 18).  
Por otra parte, se ha establecido que las proteínas WRKY tienen un papel clave en la 
defensa de la planta contra varios tipos de estrés biótico, en procesos del desarrollo, y ciertos 
procesos de transducción de señales que son mediados por fitohormonas (por ejemplo, GA, ABA 
o SA) (Rushton et al., 2010). En particular, nuestros análisis han revelado que los 9 genes WRKY 
se sobreexpresaron exclusivamente en la ZA (Tabla 18), lo que está de acuerdo con estudios 
anteriores en los que la expresión de algunos genes WRKY son inducidos durante la abscisión 
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floral (Meir et al., 2010) y la abscisión de fruto maduro (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). Por 
lo tanto, nuestros datos corroboran que, en la ZA del fruto maduro en olivo los FTs 
pertenecientes a estas familias potencialmente podrían activar la cascada transcripcional.  
 
 
Figura 49. Distribución de genes FT de olivo expresados en 217 DPA en fruto o tejidos ZA, en función de 
su pertenencia a una familia. FTs abundantes en el fruto (Grupo A1) o en la ZA (Grupo B1) y fruto (Grupo 
A2) o ZA (Grupo B2) en la última etapa de maduración del fruto. (A) Abundantes en fruto (Grupo A1) o (B) 
FTs de Fruto (Grupo A2) y (C) abundantes en ZA (Grupo B1) o (D) FTs de ZA en la última etapa de la 
maduración del fruto (Grupo B2). 
 
Entre los 37 genes FT inducidos en el pericarpo del fruto maduro (Cluster A), 25 se 
expresaron exclusivamente en el pericarpo (Cluster A2, Tabla 18). Los 25 genes codifican a 6 
proteínas ZF, 5 proteínas homeobox, 5 bHLD, 3 bZIP, un FT MADS-box (AG1), un FT MYB 
(MYBA22), una proteína NAC, una proteína Aux/IAA (IAA1), un FT CAMTA, y un FT C2H2L (Figura 
49B, Tabla 18). Este hallazgo sugiere que FTs de estas familias tienen potencialmente un papel 
importante en la mediación de eventos tardíos durante la maduración del fruto. Del mismo 
modo, entre los 113 genes FT inducidos en la ZA a 217 DPA (Cluster B, Tabla 18), la mayoría de 
ellos (94) se expresaron exclusivamente en la ZA comparado con el pericarpo del fruto maduro 
en olivo (Cluster B2). Estos genes codifican a 14 FTs de la familia bZIP, 12 FTs de la familia bHLH, 
12 proteínas ZF, 9 FTs de la familia MADS-box, 9 FTs de la familia homeobox, 9 FTs de la familia 
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WRKY, 5 FTs de la familia NAC, 5 FTs de la familia AP2/ERF, 5 FTs de la familia MYB, 4 proteínas 
de choque térmico (HSF), 3 proteínas GRAS, una proteína EIN3/EIL, una proteína E2F y una 
proteína CCAAT, entre otros (Figura 49D, Tabla 18). Los 10 genes mas inducidos en la ZA del 
fruto maduro en olivo codifican a una MYBPA1 (Vitis vinifera), una WRKY (Ricinus communis), 
una proteína similar a una proteína MYB108 (Vitis vinifera), una ZF (Ricinus communis), una MYB 
(Arabidopsis thaliana At3g06490), una bZIP (Vitis vinifera), una NAC1 (Solanum lycopersicum), 
una HSF (Vitis vinifera), una proteína WRKY30 (Vitis aestivalis) y uanproteína MADSbox SVP 
(Arabidopsis thaliana At2g22540) (Tabla 18).  
En los datos RNA-seq, entre los genes FT diferencialmente expresados entre los dos 
tejidos se encontraron 25 FT genes preferentemente expresados en el pericarpo y 94 FT genes 
preferentemente expresados en la ZA del fruto maduro en olivo (Tabla 18). En particular, un 
total de 24 proteínas ZF fueron identificadas indicando que esta familia es una de las más 
representadas tanto en el pericarpo como en la ZA del fruto maduro en olivo (Figura 48). De 
hecho, en previos estudios se ha demostrado que un gen ZP, AtZFP2, retrasa la senescencia de 
la flor, así como la abscisión (Cai y Lashbrook, 2008; Wei et al., 2011). En el presente trabajo, 16 
de los 24 genes ZF identificados se indujeron en la ZA activada del fruto maduro (Tabla 18), lo 
que respalda la acción coordinada de proteínas ZF en la ZA durante la abscisión del fruto maduro 
en olivo.  
La mayoría de proteínas bHLH identificadas hasta la fecha se han caracterizado 
funcionalmente en Arabidopsis, siendo un bajo número de genes bHLH caracterizados 
funcionalmente en otras especies (Feller et al., 2011). Estos genes regulan el desarrollo del 
carpelo, la antera, y células de la epidermis, así como la biosíntesis de flavonoides, la 
señalización del fitocromo, la señalización hormonal, las respuestas a estrés, y la dehiscencia del 
fruto (Feller et al., 2011). Es bien conocido que la transcripción génica está regulada por FTs MYB 
en combinación con los FTs bHLH, que incluyen ciertos FTs MYC. Asimismo, proteínas MYB y 
MYC (bHLH) interactúan en complejos proteicos (Wolberger, 1999). En Arabidopsis, se demostró 
que las proteínas MYB y bHLH cooperan en la regulación transcripcional dependiente de TTG1 
(Zimmermann et al., 2004). En los datos RNA-seq se mostró que 4 de los 5 genes MYB 
identificados y 15 de los 20 genes bHLH identificados se sobreexpresaron en la ZA del fruto 
maduro (Tabla 18), no pudiendose descartar la posibilidad de que estas proteínas bHLH, 
incluyendo MYC2, interactuen con estas proteinas MYB regulando genes necesarios en la ZA 
durante la abscisión del fruto maduro en olivo. Futuras investigaciones serán necesarias para 
determinar si estos FTs bHLH actúan conjuntamente con las proteínas MYB en la ZA del fruto 
maduro en olivo.  
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Por otra parte, homo- y hetero-dímeros formados por los FTs bZIP son clave en la 
regulación del desarrollo y respuesta de defensa (Nijhawan et al., 2008). En nuestro trabajo, la 
familia bZIP es una de las familias de FTs altamente representadas en la ZA del fruto maduro en 
olivo (Figura 48). Entre estos se encuentran los genes HY5 y RF2A inducidos en la ZA de fruto en 
comparación con el pericarpo del fruto maduro (Tabla 18), lo que concuerda con resultados 
previos en la ZA del fruto en melón durante la abscisión del fruto maduro (Corbacho et al., 2013). 
Se conoce que HY5 media la respuesta a la luz (Osterlund et al., 2000), mientras que las 
funciones de RF2A y RF2B pueden estar implicadas en la respuesta al estrés biótico o abiótico 
(Liu et al., 2007). Tres genes bZIP de tipo TGA se han propuesto como reguladores de la abscisión 
en plantas (Tucker et al., 2002), así como se ha demostrado previamente la inducción de los 
genes bZIP16, bZIP17, bZIP44, bZIP45, bZIP53, y VIP1 en la ZA durante la abscisión del fruto 
maduro en olivo (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). En este sentido, las proteínas bZIP 
parecen ser reguladores positivos en la señalización de la abscisión del fruto. 
Además, en los datos de RNA-seq, la mayoría de las proteínas NAC son inducidas en la 
ZA en comparación con el pericarpo del fruto maduro (Tabla 18). Anteriormente, se encontraron 
que 5 genes homólogos a FTs NAC (ANAC029, ANAC002, ANAC022, ANAC091, y ANAC042) se 
inducian durante la abscisión de fruto maduro en olivo (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013), 
como también se mostró durante la abscisión del fruto inmaduro en manzana (Botton et al., 
2011). Este hallazgo es importante porque los análisis del transcriptoma han demostrado 
recientemente la regulación por la familia NAC no solamente limitandose a respuestas a estrés 
biótico y abiótico, sino también en otros procesos, incluyendo la senescencia, la señalización de 
ABA y maduración del fruto (Ogata et al., 1999, Olsen et al., 2005). 
Para validar nuestros resultados de RNA-Seq, hemos realizado una PCR cuantitativa en 
tiempo real (QRTPCR) para determinar los niveles de expresión en ocho genes de FTs expresados 
diferencialmente. Tres genes que codifican a una bHLH (UniProt ID: D7T931), AG1 (UniProt ID: 
Q40168) y una ZF (UniProt ID: B9H0X4) se seleccionaron como sobreexpresados en el pericarpo 
del fruto maduro en el análisis RNA-seq (Figura 50A). Similarmente, 5 genes que codifican a ERF3 
(UniProt ID: Q9LW49), MYBPA1 (UniProt ID: A4F4L3), MYB108 (UniProt ID: C3W4Q3), NAC 
(UniProt ID: Q6RH27) y MYB/At3g06490 (UniProt ID: Q6R095) se identificaron como 
sobreexpresados en la ZA el análisis RNA-seq y por lo tanto, fueron seleccionados para su 
posterior validación (Figura 50B). 
El análisis de qRT-PCR confirmó el enriquecimiento de los genes bHLH, AG1 y ZF en el 
pericarpo del fruto maduro y el enriquecimiento de los genes ERF3, MYBPA1, MYB108, NAC y 
MYB/At3g06490 en la ZA del fruto maduro en olivo (Figura 50A,B). En particular, la expresión de 
ERF3, MYBPA1, MYB108, NAC y MYB/At3g06490 no se detectó en el pericarpo del fruto (Figura 
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50A), mientras que la expresión de bHLH, Ag1 y ZF no se detectó en la ZA del fruto (Figura 50B). 
Por lo tanto, los resultados de expresión qRT-PCR se correlacionaron con los datos de RNA-seq 
para los genes seleccionados. Además, se utilizó el análisis qRT-PCR para estudiar los perfiles de 
expresión de los 8 FTs durante la maduración (Figura 50C) y la abscisión del fruto (Figura 50D) 
en olivo. La expresión bHLH y ZF aumentó 3 veces y 1 vez en el pericarpo del fruto durante la 
maduración, mientras que la expresión de AG1 disminuyó 1,6 veces durante la maduración del 
fruto en olivo (Figura 50C), lo que implica que estos genes están involucrados en eventos de la 
maduración. Por otro lado, los transcritos de MYBPA1, MYB108, NAC y MYB/At3g06490 se 
acumularon en la ZA durante la abscisión del fruto, mientras que la expresión de ERF3 se redujo 
en la ZA durante la abscisión (Figura 50D). 
 
 
Figura 50. Validación de los datos de piro-secuenciación. Se seleccionaron un total de ocho genes FT 
diferencialmente expresados en nuestro análisis RNA-seq y su expresión relativa mediante qRT-PCR en 
olivo: (A) Datos de qRT-PCR y RNA-seq en el pericarpo del fruto a 217 DPA en olivo y (B) Datos de qRT-PCR 
y RNA-seq en la ZA del fruto a 217 DPA en olivo. (C) Análisis qRT-PCR de los ocho genes FT en el pericarpo 
durante la maduración del fruto en olivo. (D) Análisis qRT-PCR de los 8 genes FT en la ZA durante la 
abscisión del fruto maduro en olivo. En la sección de “Material y Métodos” se muestran los genes y 
primers. Los datos representan los valores medios (± SE) de experimentos duplicados de tres muestras 
biológicas independientes. 
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V. Conclusiones 
 
▪ Los análisis de inmunolocalización realizados en este trabajo, en relación a las 
hemicelulosas, indican que en la ZA activada son abundantes los xilanos, mientras 
que los xiloglucanos y los mananos se mantienen a niveles bajos. 
▪ La celulosa aumenta su localización en la pared y la vacuola de las células de la ZA 
durante el proceso de abscisión del fruto maduro en olivo.  
▪ El proceso de abscisión del fruto maduro en olivo se caracteriza por un descenso de 
pectinas neutras ricas en galactosa y arabinosa en la ZA del fruto. 
▪ El análisis de localización celular de las pectinas ácidas en la ZA de olivo es diferente 
dependiendo del grado de esterificación de éstas durante la abscisión: pectinas 
altamente esterificadas en la ZA no activada y mayor grado de pectinas poco 
esterificadas en la ZA activada. De estos resultados puede deducirse que las paredes 
celulares primarias de la ZA de olivo son especialmente ricas en los HGs poco 
esterificados procedentes de la disolución de la pared durante la abscisión del fruto. 
▪ Durante la abscisión del fruto maduro, la calosa se deposita en la pared de las células 
de la ZA en olivo, a la vez que se acumula en el interior celular en la vacuola. 
▪ Las células de la ZA activada del fruto muestran una distribución diferencial de AGPs 
en el citoplasma, membrana plasmática y tonoplasto en comparación con las células 
de la ZA no activada. Los resultados obtenidos muestran una reducción de AGPs en 
la membrana plasmática, que posiblemente pueda estar afectando a las 
propiedades físicas de la pared celular. 
▪ El proceso de abscisión del fruto induce la pérdida de extensinas en el citoplasma, 
la vacuola y la pared celular de la ZA. 
▪ El análisis transcriptómico del pericarpo y la zona de abscisión del fruto maduro en 
olivo durante la separación celular identificó 397457 secuencias EST y 19062 contigs 
que se agruparon en 17048 isotigs anotados o unigenes, permitiendo identificar 
4391 genes expresados diferencialmente.  
▪ Los resultados del análisis transcriptómico del pericarpo y la zona de abscisión del 
fruto maduro en olivo mostraron cambios de expresión de genes que codifican a 
factores de transcripción especialmente de las familias MADS-box, ZF, proteínas de 
dominio homeobox, bHLH, y bZIP, aunque miembros de las familias Aux/IAA, C2H2L 
y CAMTA se expresan preferentemente en el pericarpo del fruto mientras que 
miembros de las familias HSF, GRAS, GAGA-binding protein, EIN3/EIL, E2F/DP, 
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CCAAT-binding protein, y WRKY se expresan preferentemente en la zona de 
abscisión del fruto maduro en olivo. 
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V. Conclusions 
 
▪ The immunolocalization analyses conducted in this work in relation to 
hemicelluloses indicate that xylans are abundant in the activated abscission zone 
(AZ) whereas xyloglucans and mannans remain constant at low levels. 
▪ Cellulose increases its localization in the wall and vacuole of the AZ cells during 
mature-fruit abscission. 
▪ The abscission process in ripe olive fruit is characterized by a lowering of neutral 
pectins rich in galactose and arabinose in the AZ of the fruit. 
▪ The analysis of the cell localization of the acidic pectins of olive-fruit AZ is different, 
depending on the degree of their esterification during abscission: highly esterified 
pectins in the inactivated AZ and a higher degree of hardly esterified pectins in the 
activated AZ. From these results it can be deduced that the primary cell walls of the 
AZ of olive are especially rich in hardly esterified HGs that come from the dissolution 
of the wall during fruit abscission. 
▪ During mature-fruit abscission, callose is deposited in the cell wall of the AZ in olive 
at the same time as it accumulates inside the cell in the vacuole. 
▪ The cells of the activated AZ of the fruit show a differential distribution of AGPs in 
the cytoplasm, plasma membrane, and tonoplast in comparison with the inactivated 
cells of the AZ. The results show a reduction in AGPs in the plasma membrane, which 
may possibly affect the physical properties of the cell wall. 
▪ The abscission process of the fruit induces the loss of extensins in the cytoplasm, 
the vacuole, and the cell wall of the AZ. 
▪ The transcriptomic analysis of the pericarp and the AZ of the ripe olive fruit during 
cell separation identified 397,457 EST sequences and 19,062 contigs grouped in 
17,048 anotated isotigs or unigenes, enabling the identification of 4391 
differentially expressed genes.  
▪ The results of the transcriptomic analysis of the pericarp and the AZ of the ripe olive 
fruit showed changes of expression of genes that codify transcription factors, 
especially of the MADS-box families, ZF, proteins of the homeobox domain, bHLH, 
and bZIP, although members of the families Aux/IAA, C2H2L, and CAMTA are 
expressed preferentially in the pericarp of the fruit while members of the families 
HSF, GRAS, GAGA-binding protein, EIN3/EIL, E2F/DP, CCAAT-binding protein, and 
WRKY are expressed preferentially in the AZ of the ripe olive fruit. 
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Anexo 1. El Anexo 1 “Subcluster A1, A2, B1 and B2” es presentado en soporte informático en el 
CD adjunto. 
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Anexo 2. En la tabla se muestran un total de 137 rutas KEGG identificadas con su 
correspondiente código EC. Entre paréntesis se indica el número de enzimas. 
Códigos EC Rutas KEGG 
ec01100 Rutas metabólicas (190) 
ec01110 Biosíntesis de metabolitos secundarios (101) 
ec01120 Metabolismo microbiano en diversos ambientes (59) 
ec00500 Metabolismo de almidón y sacarosa (20) 
ec00520 Metabolismo de amino azúcar y azúcar de nucleótido (18) 
ec00270 Metabolismo de cisteína y metionina (17) 
ec00680 Metabolismo de metano (15) 
ec00010 Glicolisis / Gluconeogénesis (15) 
ec00260 Metabolismo de glicina, serina y treonina (13) 
ec00330 Metabolismo de arginina y prolina (13) 
ec00910 Metabolismo de nitrógeno (12) 
ec00630 Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato (11) 
ec00230 Metabolismo de Purina (11) 
ec00710 Fijación de carbono en organismos fotosintéticos (10) 
ec00360 Metabolismo de fenilalanina (10) 
ec00051 Metabolismo de fructosa y manosa (10) 
ec00620 Metabolismo de piruvato (9) 
ec00564 Metabolismo de glicerofosfolipidos (9) 
ec00650 Metabolismo de butanoato (9) 
ec00941 Biosíntesis de flavonoides (9) 
ec00480 Metabolismo de glutatión (9) 
ec00030 Ruta de las pentosas fosfato (8) 
ec00720 Rutas de fijación de carbono en procariotas (8) 
ec00940 Biosíntesis de fenilpropano (8) 
ec00900 Biosíntesis de esqueleto de terpenos (8) 
ec00190 Fosforilación oxidativa (8) 
ec00240 Metabolismo de pirimidina (8) 
ec00061 Biosíntesis de ácidos grasos (8) 
ec00020 Ciclo del citrato (Ciclo TCA) (7) 
ec00052 Metabolismo de galactosa (7) 
ec00350 Metabolismo de tirosina (7) 
ec01040 Biosíntesis de ácidos grasos insaturados (7) 
ec00950 Biosíntesis de alcaloide isoquinolina (7) 
ec00627 Degradación de aminobenzoato (6) 
ec00040 Interconversión de pentosa y glucuronato (6) 
ec00592 Metabolismo de ácido α-linolénico (6) 
ec00250 Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato (6) 
ec00400 Biosíntesis de fenilalanina, tirosina y triptófano (6) 
ec00600 Metabolismo de esfingolípidos (6) 
ec00253 Biosíntesis de tetraciclina (5) 
ec00310 Degradación de lisina (5) 
ec00362 Degradación de benzoato (5) 
ec00280 Degradación de valina, leucina e isoleucina (5) 
ec00380 Metabolismo de triptófano (5) 
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Códigos EC Rutas KEGG 
ec00970 Biosíntesis de aminoacil-ARNt (5) 
ec00670 Reserva de un carbono por folato (5) 
ec01057 Biosíntesis de productos de policétido tipo II (5) 
ec00980 Metabolismo de xenobióticos por citocromo P450 (5) 
ec00140 Biosíntesis de hormona esteroidea (4) 
ec00510 Biosíntesis de N-glicano (4) 
ec00860 Metabolismo de porfirina y clorofila (4) 
ec00290 Biosíntesis de valina, leucina e isoleucina (4) 
ec00945 Biosíntesis de esilbenoide, diarilheptanoide y gingerol (4) 
ec00640 Metabolismo propanoato (4) 
ec00062 Elongación de ácidos grasos (4) 
ec00830 Metabolismo de retinol (4) 
ec00901 Biosíntesis de indol alcaliode (4) 
ec00942 Biosíntesis de antocianina (4) 
ec00770 Biosíntesis de pantotenato y CoA (4) 
ec00561 Metabolismo de glicerolípido (4) 
ec00513 Biosíntesis de varios tipos de N-glicano (4) 
ec00071 Metabolismo de ácidos grasos (4) 
ec00604 Biosíntesis de glicoesfingolípido – Serie ganglio (3) 
ec00982 Metabolismo de drogas - Citocromo P450 (3) 
ec00904 Biosíntesis de diterpeno (3) 
ec00591 Metabolismo de ácido linoleico (3) 
ec00626 Degradación de naftaleno (3) 
ec00410 Metabolismo de β-alanina (3) 
ec00623 Degradación de tolueno (3) 
ec00906 Biosíntesis de carotenos (3) 
ec00920 Metabolismo de sulfuro (3) 
ec00053 Metabolismo de ascorbato y aldarato (3) 
ec00983 Metabolismo de drogas – Otras enzimas (3) 
ec00903 Degradación de limoneno y pineno (3) 
ec00524 Biosíntesis de butirosina y neomicina (3) 
ec00460 Metabolismo de ácido cianoamino (3) 
ec00565 Metabolismo de lípido éter (3) 
ec00981 Biosíntesis de hormonas de insecto (3) 
ec00450 Metabolismo de selenocompuesto (3) 
ec00130 Biosíntesis de ubiquinona y otras terpeno-quinonas (3) 
ec01056 Biosíntesis de esqueleto de policétido de tipo II (3) 
ec00750 Metabolismo de vitamina B6 (3) 
ec00300 Biosíntesis de lisina (3) 
ec00562 Metabolismo de fosfato inositol (2) 
ec00633 Degradación de nitrotolueno (2) 
ec00100 Biosíntesis de esteroides (2) 
ec00540 Biosíntesis de lipopolisacárido (2) 
ec00965 Biosíntesis de betalaina (2) 
ec00625 Degradación de cloroalcano y cloroalceno (2) 
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Códigos EC Rutas KEGG 
ec00624 Degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (2) 
ec00232 Metabolismo de cafeína (2) 
ec00363 Degradación de bisfenol (2) 
ec00534 Biosíntesis de glicosaminoglicano - Heparan sulfato (2) 
ec00960 Biosíntesis de alcaloides tropano, piperidina y piridina (2) 
ec00364 Degradación de fluorobenzoato (2) 
ec00930 Degradación de caprolactam (2) 
ec00908 Biosíntesis de zeatina (2) 
ec00532 Biosíntesis glicosaminoglicano - Condroitin sulfato (2) 
ec00195 Fotosíntesis (2) 
ec00966 Biosíntesis glucosinolato (2) 
ec00730 Metabolismo de tiamina (2) 
ec01051 Biosíntesis de ansamicinas (2) 
ec00340 Metabolismo de histidina (2) 
ec00643 Degradación de estireno (2) 
ec00740 Metabolismo de riboflavina (2) 
ec00603 Biosíntesis de glicosfingolípidos – Serie globo (2) 
ec00590 Metabolismo de ácidos araquidónico (2) 
ec00944 Biosíntesis de flavona y flavonol (2) 
ec00514 Biosíntesis de otros tipos de O-glicano (2) 
ec00760 Metabolismo de nicotinato y nicotinamida (2) 
ec00522 Biosíntesis de macrólidos 12-, 14- y 16- (2) 
ec00361 Degradación de clorociclohexano y clorobenzano (2) 
ec00909 Biosíntesis de sesquiterpeno y triterpeno (2) 
ec00471 Metabolismo D-Glutamina y D-glutamato (1) 
ec00622 Degradación de xileno (1) 
ec00902 Biosíntesis de monoterpenos (1) 
ec00523 Biosíntesis de azúcares unidades de policétido (1) 
ec01053 Biosíntesis de grupo sideróforo de péptidos no-ribosómicos (1) 
ec00072 Síntesis y degradación de cuerpos cetónicos (1) 
ec00231 Biosíntesis de puromicina (1) 
ec00440 Metabolismo de fosfonato y fosfinato (1) 
ec00512 Biosíntesis de mucina tipo O-glican (1) 
ec00281 Degradación de geraniol (1) 
ec00401 Biosíntesis de novobiocina (1) 
ec00660 Metabolismo de ácido dibásico C5-ramificado (1) 
ec00601 Biosíntesis de glicosfingolípidos – Serie lacto y neolacto (1) 
ec00472 Metabolismo de D-arginina y D-ornitina (1) 
ec00785 Metabolismo de ácido lipoico (1) 
ec00642 Degradación de etilbenzeno (1) 
ec00943 Biosíntesis de isoflavona (1) 
ec00550 Biosíntesis de peptidoglicano (1) 
ec00473 Metabolismo de D-alanina (1) 
ec00533 Biosíntesis de glicosaminoglicano - Queratan sulfato (1) 
ec00531 Degradación de glicosaminoglicano (1) 
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Códigos EC Rutas KEGG 
ec00430 Metabolismo de taurina e hipotaurina (1) 
ec00511 Degradación de otros glicanos (1) 
ec00563 Biosíntesis de ancla-glicosilfosfatidilinositol(GPI) (1) 
 
